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1. Zusammenfassung
Die Wnt/-Catenin-Signalkaskade ist ein evolutionär hochkonservierter Signalweg, der essentielle 
Funktionen während der Embryonalentwicklung und in adulten Stammzellen erfüllt. Die Aktivität 
des Signalwegs wird durch die Regulation der Konzentration seines Haupteffektors -Catenin über 
einen Multiproteinkomplex bestimmt. Aberrante Aktivierung des Wnt/-Catenin-Signalwegs, z.B. 
durch Mutationen von Abbaukomplexkomponenten, ist mit der kolorektalen Karzinogenese 
assoziiert.  
Die Paraloge Axin1 und Conductin sind negative Regulatoren des Wnt-Signalwegs. Beide können 
als Gerüstproteine im -Catenin-Abbaukomplex fungieren. Die beiden Proteine weisen, 
insbesondere in den für die Regulation des Wnt-Signalwegs wichtigen 
Proteininteraktionsdomänen, eine hohe Sequenzidentität auf. Es gibt jedoch auch funktionale 
Unterschiede zwischen Axin1 und Conductin. Axin1 wird ubiquitär exprimiert. Conductin ist im 
Gegensatz dazu selbst ein Zielgen des Wnt-Signalwegs, dessen Expression zu einer negativen 
Rückkopplung führt. Während ein Axin1 knock-out in Mäusen embryonal letal ist, sind Mäuse 
ohne Conductin lebensfähig und fertil. In Mäusen kann die Expression von Conductin unter der 
Kontrolle des Axin1-Genlokus für die Funktionen von Axin1 kompensieren.  
 Im ersten Teil dieser Arbeit wurde ein konditionelles Mausmodell generiert, in dem nach loxP-
vermittelter Rekombination, Axin1 unter der Kontrolle des Conductin-Genlokus exprimiert wird. 
In heterozygoten Embryonen konnte mittels Myc-Tag- und Axin1-spezifischen Antikörpern 
eindeutig die Proteinexpression des knock-in Allels nachgewiesen werden. Embryonen, in denen 
der knock-in auf DNA- und Proteinebene nachgewiesen werden konnte, zeigten keine 
phänotypischen Auffälligkeiten im Vergleich zu wildtypischen Wurfgeschwistern. In Embryonen 
entsprach die Vererbungsrate des knock-in Allels nahezu der nach Mendel erwarteten Verteilung 
von 50 %. In adulten Mäusen, die das EIIa Cre-Transgen tragen, wurde nur in 9 % der Nachkommen 
ein nicht-wildtypisches Conductin-Allel detektiert. In keinem dieser adulten Tiere konnte die loxP-
vermittelte Rekombination des ConductinAxin1floxed-Allels nachgewiesen werden. Die in dieser 
Arbeit generierte ConductinAxin1floxed-Mauslinie kann in Zukunft dazu verwendet werden, gewebe- 
bzw. entwicklungsstadienspezifische Unterschiede von Axin1 und Conductin in vivo zu 
untersuchen.   
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Rolle von Amer1 bei der kolorektalen Tumorentstehung in 
gain- bzw. loss-of-function Experimenten untersucht. Amer1 interagiert mit den 
Abbaukomplexkomponenten APC, Axin1 bzw. Conductin und -Catenin und wurde als Repressor 
der Wnt-Signalwegsaktivität gezeigt. Mutationen in Amer1 liegen in bis zu 10 % der kolorektalen 
  1. Zusammenfassung 
 
2 
 
Tumore vor, die Funktionen von Amer1 in diesen Tumoren sind jedoch noch weitgehend 
unbekannt.  
Durch CRISPR/Cas9 erzeugte HEK 293T Zellen mit N-terminal verkürztem Amer1 zeigen keine 
Veränderungen in ihrer Wnt-Signalwegsaktivität. Im Gegensatz dazu führen eingefügte 
Trunkierungsmutationen im N-terminalen Bereich oder in der mit Darmkrebsentstehung-
assoziierten Mutation Cluster Region des Tumorsuppressors APC zu einem dramatischen Anstieg 
der Wnt-Signalwegsaktivität. Die zusätzliche Mutation von Amer1 in den APC-mutierten Zellen 
hatte keine relevanten Auswirkungen auf die Wnt-Signalwegsaktivität. Mutation von Amer1 in der 
Kolorektalkarzinom-Zelllinie SW480 hatte keine Auswirkungen auf die Aktivität des Wnt-
Signalwegs, das Zellwachstum oder die Migrationsrate dieser Zellen. Expression von full-length 
Amer1 zeigt in der homozygot in Amer1 verkürzten Darmkrebszelllinie DLD-1 ebenfalls keinen 
Einfluss auf die Signalwegsaktivität. Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafür, dass der Verlust 
von Amer1 in kolorektalen Tumoren durch kompensatorische Mechanismen ausgeglichen wird, 
oder Funktionen in weiteren, an der Entstehung und Progression des kolorektalen Karzinoms 
beteiligten, Signalwegen erfüllt. 
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2. Summary 
The Wnt/-catenin signaling cascade is an evolutionary highly conserved pathway with essential 
roles during embryonical development an in adult stem cells. The activity of the pathway is 
determined by the regulation of the concentration of its main effector -catenin via a multiprotein 
complex. Aberrant activation of the Wnt/-catenin pathway, e.g. by mutations of destruction 
complex components, is associated with colorectal carcinogenesis.  
The paralogs Axin1 and Conductin are negative regulators of the Wnt pathway. Both can function 
as scaffold proteins in the -catenin destruction complex. Both proteins show a high sequence 
identity, particularly in the protein interaction domains which are important for the regulation of 
the Wnt pathway. However, there are functional differences between Axin1 and Conductin. Axin1 
is ubiquitously expressed. In contrast, Conductin itself is a target gene of the Wnt pathway whose 
expression leads to a negative feedback loop. While knock-out of Axin1 in mice is embryonically 
lethal, Conductin-null mice are viable and fertile. Expression of Conductin under the control of the 
Axin1 locus can compensate for the functions of Axin1.  
In the first part of this work a conditional mouse model was generated, in which Axin1 is expressed 
under the control of the Conductin locus after loxP recombination. With antibodies specific for 
Myc-tag or Axin1, the protein expression of the knock-in allele could clearly be detected In 
heterozygous mice. Embryos, in which the knock-in was verified on DNA and protein level, showed 
no phenotype compared to wild-type littermates. The prevalence of the knock-in allele in embryos 
virtually equals the expected Mendelian ratio of 50 %. In adult mice, the ratio of Ella Cre positive 
animals with a heterozygous Conductin allele drops considerably to 9 %. None of these adult 
animals showed a loxP recombined ConductinAxin1floxed allele. The in this work established 
ConductinAxin1floxed mouse line can be used to investigate tissue and developmental specific 
differences of Axin1 and Conductin in vivo.  
In the second part of this work, the function of Amer1 in colorectal tumorigenesis was analysed 
via gain- and loss-of-function experiments. Amer1 interacts with the destruction complex 
components APC, Axin1/Conductin and -catenin and was shown to be a repressor of the 
Wntsignaling pathway. Amer1 mutations can be detected in up to 10 % of colorectal tumors, yet 
the role of Amer1 in these tumors is still unknown.  
Via CRISPR/Cas9 generated HEK 293T cells with an amino-terminally truncated Amer1 show no 
difference in Wnt signaling activity. In contrast, tumor-associated truncation mutations in the 
amino-terminal region or the mutation cluster region of the tumorsuppressor APC lead to a drastic 
increase in Wnt signaling activity. Additional mutation of Amer1 had no further effect on the 
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activity of the Wnt signaling pathway in these APC-mutated cells. Mutation of Amer1 in the 
colorectal carcinoma cell line SW480 also had no influence on Wnt signaling activity, cell growth 
and migration. Reexpression of full-length Amer1 in the homozygously in Amer1 truncated 
colorectal cancer cell line DLD-1 had no effect on Wnt signaling. The results of this work might 
point to a compensating mechanism for the loss of Amer1 in colorectal cancer cells. In addition, 
Amer1 could fulfil functions in other pathways associated with tumor development and 
progression.    
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3. Einleitung 
3.1 Der Wnt/-Catenin-Signalweg 
Der Wnt/-Catenin-Signalweg spielt eine essentielle Rolle bei der Proliferation, Zellpolarität, 
Spezifizierung des Zellschicksals, Migration und dem Überleben von Zellen während der 
Embryonalentwicklung, ebenso wie für Homöostase adulter Zellen. Namensgebend für den 
Signalweg sind seine Liganden, die eine Familie sezernierter Glykoproteine darstellt, die sog. Wnt-
Proteine. Dysregulation der Wnt-Signalkaskade, z.B. durch Mutationen führen zu Defekten in der 
Embryonalentwicklung und sind mit einer Reihe degenerativer genetischer Erkrankungen wie 
Osteoporose und Diabetes Typ II, sowie Krebsentstehung assoziiert (Macdonald et al, 2009; Nusse 
und Clevers, 2017).  
Es wird zwischen dem -Catenin-abhängigen (auch kanonischen) und den 
-Catenin-unabhängigen (nicht-kanonischen) Wnt-Signalwegen (Wnt/planar cell polarity-
Signalweg und dem Wnt/Calcium-Signalweg) unterschieden. Beide Signalkaskaden werden von 
Wnt-Liganden aktiviert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde an Komponenten des kanonischen Wnt-
Signalwegs gearbeitet, deshalb wird in dieser Einleitung näher auf das grundlegende Modell der 
Wnt/-Catenin-Signalkaskade eingegangen. In Abbildung 1 ist der Wirkmechanismus der 
Wnt/-Catenin-Signaltransduktion dargestellt: 
Im Wnt OFF Zustand, der in Abwesenheit von extrazellulären Signalen durch Wnt-Liganden 
vorliegt, ist -Catenin hauptsächlich im sog. -Catenin-Abbaukomplex gebunden. Dieser 
zytosolische Multiproteinkomplex vermittelt die effiziente Phosphorylierung von -Catenin und 
führt dadurch schließlich zum Abbau von zytoplasmatischem -Catenin (Stamos und Weis, 2013). 
Die Hauptkomponenten des -Catenin-Abbaukomplexes, auch Axin-Komplex genannt, sind das 
Gerüstprotein Axin1, der Tumorsuppressor Adenomatous polyposis coli (APC) sowie die 
Serin/Threonin-Kinasen casein kinase 1 (CK1) und glycogen synthase kinase 3 (Gsk3). Im 
Abbaukomplex gebundenes -Catenin wird zunächst von CK1 am Serin 45 phosphoryliert 
(Amit et al, 2002; Liu et al, 2002). Im Anschluss daran kann Gsk3 -Catenin an drei weiteren 
Amino(N)-terminalen Aminosäuren (Serin 33, Serin 37, Thyrosin 41) phosphorylieren (Peifer et al, 
1994; Liu et al, 2002). Durch Phosphorylierung von -Catenin an Serin 33 und 37 entsteht eine 
Erkennungssequenz der E3 Ubiquitinligase -transducin repeat containing protein (-TRCP). 
Bindung von -TRCP an -Catenin katalysiert dessen Ubiquitinylierung und führt schließlich zum 
proteasomalen Abbau von -Catenin (Aberle et al, 1997; Orford et al, 1997). In Abwesenheit von 
-Catenin im Zellkern interagieren DNA-gebundene, für die Expression von Wnt-Zielgenen 
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verantwortlichen Transkriptionsfaktoren der T cell factor/lymphoid enhancer factor (TCF/LEF) 
Familie (Behrens et al, 1996; Molenaar et al, 1996), mit dem transkriptionalen Korepressor 
Groucho. Interaktion von TCF mit Groucho reprimiert die Genexpression (Cavallo et al, 1998) in 
Abhängigkeit von Assoziation von Histondeacetylasen (HDACs) (Brantjes et al; 2001). 
Der Wnt ON Zustand tritt nach Bindung von Wnt-Liganden ein. Wnt-Liganden sind Cystein-reiche 
Morphogene, die aus ca. 350 – 400 Aminosäuren bestehen und ein N-terminales Signalpeptid zur 
Sekretion besitzen (Willert et al, 2003; Willert und Nusse 2012). Wnt-Liganden binden an zwei 
Fzd
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-Catenin
-TRCP
CK1
APC
-Catenin
-Catenin
-Catenin-Catenin
-Catenin
TCF
Gro
TCF
Conductin
c-Myc
Wnt OFF: Wnt ON:
Wnt-Zielgene Wnt-Zielgene
Abb. 1: Der Wnt/-Catenin Signalweg: Im links dargestellten Wnt OFF-Zustand, wird in Abwesenheit von Wnt-Liganden die 
Menge an zytoplasmatischem -Catenin durch einen Proteinkomplex, der u.a. aus Axin1, APC, Gsk3 und CK1 besteht, 
phosphoryliert. Phosphoryliertes -Catenin wird durch die E3-Ubiquitin-Ligase -TRCP erkannt und schließlich im Proteasom 
abgebaut. Im Zellkern ist TCF in einem inaktiven Zustand durch Bindung des Repressors Groucho und von Histondeacetylasen, 
wodurch die Wnt-Zielgenexpression reprimiert wird. Nach Bindung von Wnt-Liganden an die Rezeptoren LRP5/6 und Fzd 
werden Dishevelled, Axin1, Gsk3 und CK1 an die Membran rekrutiert und der Abbaukomplex aufgelöst. Dadurch wird  
zytoplasmatisches -Catenin stabilisiert und aktiviert im Zellkern die Wnt-Zielgenexpression durch Interaktion mit TCF/LEF- 
Transkriptionsfaktoren. 
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distinkte Wnt-Rezeptor-Familien: Fzd (Fz seven-pass transmenbrane Rezeptoren) und den LRP5/6 
(low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6) Korezeptoren. Fzds bestehen aus sieben 
Transmembrandomänen und einer extrazellulären Cystein-reichen Domäne, an die Wnt-Liganden 
binden (Bhanot et al, 1996; Hsieh et al, 1999). LRP5/6 Proteine besitzen eine 
Transmembrandomäne und fungieren als Korezeptoren von Wnt-Liganden (Pinson et al, 2000). 
Bindung des Wnt-Liganden führt zur Dimerisierung von Fzd und LRP5/6 (Cong et al, 2004; Janda 
et al, 2017). Nach Rezeptor-Wnt-Ligand-Interaktion wird der positive Wnt-Regulator Dvl 
(Dishevelled) phosphoryliert und an den zytoplasmatische Teil von Fzd gebunden (Tauriello et al, 
2012). Infolge dieser Auflösung des Abbaukomplexes bzw. der damit einhergehenden Hemmung 
der Phosphorylierung von -Catenin kommt es zur Anreicherung von -Catenin im Zytosol. 
Stabilisiertes -Catenin kann die Zellkernmembran durchqueren. Im Nukleus kann -Catenin an 
TCF gebundene Repressormoleküle ersetzen und fungiert als transkriptionaler Koaktivator 
(Behrens et al, 1996; Huber et al, 1996). Um das breite Funktionsspektrum des Wnt/-Catenin-
Signalwegs in der Regulation von Proliferation, Differenzierung und Zellschicksalsentscheidung in 
verschiedenen Stadien der Entwicklung und in adultem Gewebe erfüllen zu können, sind die 
Zielgene der Wnt/-Catenin-Signalkaskade sehr vielfältig (Vlad et al, 2008). Eine wichtige Funktion 
der Wnt-Zielgenexpression ist z.B.  die Erhaltung der Stammzelleigenschaften vieler Zellen in 
verschiedensten Geweben (Clevers, Loh und Nusse, 2014). Es konnte außerdem gezeigt werden, 
dass Wnt-Signalwegsaktivität die Stammzelleigenschaften von Krebsstammzellen in 
Kolonkarzinomen definiert (Merlos-Suarez et al, 2011; Vermeulen et al, 2010). Die fehlerhafte 
Regulierung des Wnt-Signalwegs kann zur erhöhten Expression wachstumsfördernder Gene und 
zu übermäßiger Zellproliferation, oder zur Anreicherung von dedifferenzierten Zellen führen und 
so die Entstehung von Tumoren verursachen. Komponenten des Wnt-Signalwegs werden häufig 
selbst durch -Catenin-abhängige Transkription reguliert. Die Induktion des Wnt-Zielgens 
Conductin führt beispielsweise zu einer negativen Rückkopplung des Wnt-Signalwegs (Lustig et al, 
2002). 
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3.2 Der Tumorsuppressor APC 
Das humane APC-Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 5 im Bereich q22.2. Das Gen 
umspannt 21 Exons und besteht aus einem 8535 bp großen Produkt. Das Gen kodiert für ein aus 
2843 Aminosäuren bestehendes Protein, mit einem Molekulargewicht von 312 kDa. Das Exon 15 
beinhaltet 76 % der kodierenden Sequenz des offenen Leserahmens (ORF) des APC-Gens. Das APC-
Gen wird ubiquitär exprimiert und trägt zum normalen Wachstum und Differenzierung des 
kolorektalen Epitheliums bei (Senda et al, 2007). Ursprünglich identifiziert wurde das Gen 
aufgrund dessen, dass inaktivierende Keimbahnmutationen im APC-Gen zu Familiärer 
Adenomatöser Polyposis (FAP) führen (Kinzler et al, 1991; Nishisho et al, 1991; Groden et al, 1991; 
Joslyn et al, 1991). In FAP-Patienten kommt es zur Bildung einer Vielzahl an Polypen im Dickdarm 
und oftmals zu einer beschleunigten Adenom-Karzinom-Sequenz (Groden et al, 1991). FAP stellt 
die häufigste erbliche Prädisposition zur Ausbildung kolorektaler Karzinome dar (Kinzler und 
Vogelstein, 1996). Somatische Mutationen des APC-Gens liegen in ca. 80 % der sporadischen 
kolorektalen Karzinome vor (Kinzler und Vogelstein, 1996) und loss of heterozygosity (LOH) des 
langen Arms des Chromosoms 5 kann in 30 bis 40 % der kolorektalen Karzinome festgestellt 
werden (Rowan et al, 2000; Fearnhead, Britton und Bodmer, 2001). Durch genetische 
Untersuchungen an Mäusen konnte gezeigt werden, dass Mutationen des APC-Gens für die 
intestinale Tumorentstehung verantwortlich sind (Fodde et al, 1994; Oshima et al, 1995; Su et al, 
1992). Homozygote loss-of-function Mutationen von APC, die zu einem Verlust der 
tumorsuppresiven Funktion führen, sind in Mäusen embryonal letal (Ishikawa et al, 2003; Moser 
et al, 1995; Oshima et al, 1995). Konditionale Mutationen von APC in adulten Mäusen führen 
unmittelbar zu aberranter Homöostase des Darmtrakts und des Thymus (Andreu et al, 2005; 
Gounari et al, 2005; Sansom et al, 2004).  
Es existiert ein APC Homolog, APC2, das im N-Terminus große strukturelle Ähnlichkeit zu APC 
aufweist. Es wird besonders stark im zentralen Nervensystem exprimiert, wo ihm eine wichtige 
Rolle bei der Hirnentwicklung zugeschrieben wird (Nakagawa et al, 1998; van Es et al, 1999). 
 
3.2.1 Der Aufbau des APC-Proteins 
Das APC-Protein besitzt eine Vielzahl verschiedener Proteininteraktionsdomänen (Abb. 2; Aoki 
und Taketo, 2007; Brocardo und Henderson, 2008). Der N-terminale Bereich, der eine 
Oligomerisierungsdomäne, Sequenzen für den Export aus dem Zellkern und die 
Armadillo(ARM)-Repeat-Domäne beinhaltet, vermittelt hauptsächlich die Lokalisierung von APC 
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sowie Interaktionen mit dem Zytoskelett. Der zentrale Bereich beinhaltet 15-aa- und 20-aa-
Repeats, die die Bindung mit -Catenin vermitteln sowie Serin-Alanin-Methionin-Prolin 
(SAMP)-Repeats, welche die Bindung mit Axin1 bzw. Conductin vermitteln. Dieser Bereich ist 
wichtig für die Regulation des kanonischen Wnt-Signalwegs. Im (Carboxy)C-terminalen Bereich 
des APC-Proteins liegen eine basische Domäne für Mikrotubulibindung und weitere Domänen zur 
Bindung von EB1 (end-binding protein 1) und DLG (disc-large) vor. Dieser Bereich ist ebenfalls für 
Interaktionen von APC mit dem Zytoskelett verantwortlich. 
 Abb. 1: Schematische Darstellung von APC mit Proteindomänen und zugehörigen Interaktionspartnern und Funktionen 
 
3.2.2 Die Armadillo-Repeat-Domäne von APC 
ARM-Repeats sind in Eukaryoten weit verbreitete Proteindomänen, die aus 
Tandem-Wiederholungen von ca. 42 Aminosäuren bestehen und als Interaktionsdomänen mit 
Peptiden oder Proteinen fungieren. Sie wurden zuerst im Drosophila Protein Armadillo, dem 
Homolog von -Catenin, identifiziert (Riggleman et al, 1989; Peifer et al, 1994).  Die N-terminale 
Armadillo-Repeat Domäne von APC ist die am höchsten konservierte Region in APC und seinen 
Homologen. Sie besteht aus sieben ARM-Repeats (Zhang et al, 2011; Zhang et al, 2012) und 
vermittelt die Bindung verschiedener Proteine wie z.B. die der Amer (APC membrane 
recruitment) Familie (Grohmann et al, 2007; Rivera et al, 2007; Tanneberger et al, 2011; Zhang 
und Akyildiz et al, 2015; Pfister et al, 2012a; Pfister et al, 2012b; Brauburger et al, 2014), Asef 
(Kawasaki et al, 2000), Kap3A (Jimbo et al, 2002) und IQGAP1 (Watanabe et al, 2004).   
Amer-Proteine interagieren direkt mit der ARM-Repeat-Domäne von APC. Amer1 vermittelt 
1
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dadurch den Transport von APC an die Plasmamembran (Tanneberger et al, 2007; Zhang und 
Akyildiz, 2015). Ein Komplex aus APC, Amer2 und EB1 beeinflusst die Mikrotubulistabilität 
(Pfister et al, 2012a; Siesser et al, 2012). Amer3 wird von APC an das Mikrotubuli-Zytoskelett 
rekrutiert (Brauburger et al, 2013).  
Asef (APC-stimulated guanine nucleotide exchange factor) ist ein Rac-spezifischer Guanine 
nucleotide exchange factor (GEF). Die Interaktion von Kolonkarzinom-assoziierten APC-
Trunkierungen mit Asef stimuliert dessen Aktivität, beeinflusst dadurch die Zellmorphologie 
und führt zu erhöhter Migrationsfähigkeit von Zellen durch Aktivierung von Cdc42 (Kawasaki et 
al, 2000; Kawasaki et al, 2003; Hamann et al, 2007). Full-length APC inhibiert die Asef-
vermittelte aberrante Migrationsfähigkeit (Kim et al, 2018). APC bindet Kap3A (kinesin 
superfamily associated protein 3a) wodurch es mit Mikrotubuli-Motorproteinen an 
Zellausläufern interagiert und so die Zellmigration reguliert (Jimbo et al, 2002).  Die Bindung 
des Gerüstproteins IQGAP1 vermittelt die Interaktion von APC mit Rac1 und Cdc42, zwei 
GTPasen der Ras-Familie, die die Struktur des Aktin-Zytoskeletts während der Zellpolarisierung 
und zielgerichteten Migration regulieren (Watanabe et al, 2004). 
 
3.2.3 Der zentrale Bereich von APC 
APC bindet an -Catenin und Mutationen in APC führen zu erhöhter Menge an -Catenin in 
Kolorektalkarzinom-Zellen. Im zentralen Bereich des Proteins gibt es drei 15-aa-Repeats (15Rs) 
und sieben 20-aa-Repeat-Domänen (20Rs), die -Catenin binden (Su et al 1993; Rubinfeld et al, 
1993). Die Interaktion von -Catenin mit APC und weiteren Proteinen des Abbaukomplexes sind 
essentielle Bedingungen für den -Catenin-Abbau. Über drei SAMP-Repeats interagiert APC mit 
Axin1 und Conductin, die über ihre N-terminale RGS-Domäne gebunden werden (Behrens et al, 
1998; Kishida et al, 1998). Der APC-Axin1-Komplex rekrutiert Gsk3 und CK1. Die verschiedenen 
15Rs und 20Rs besitzen unterschiedliche Bindeaffinitäten für -Catenin, die darüber hinaus durch 
Gsk3- und CK1-vermittelte Phosphorylierungen, weiter moduliert werden können (Ferrarese et al, 
2007; Ha et al, 2004; Kohler et al, 2010; Kohler et al, 2009; Liu et al, 2006; Rubinfeld et al, 1996 
Tickenbrock et al, 2003). Diese Phosphorylierungen finden im Abbaukomplex statt, wenn APC in 
unmittelbarer Nähe der Axin1/Conductin gebundenen Kinasen vorliegt (Ikeda et al, 2000; 
Rubinfeld et al, 2001; Su et al, 2008). Die Interaktionsdomäne von -Catenin für phosphorylierte 
20Rs in APC überlappt mit seiner Interaktionsstelle für Axin1, was auf eine Kompetition der beiden 
Proteine für Bindung von -Catenin hindeutet (Xing et al, 2003; Xing et al, 2004; Ha et al, 2004). 
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Aufgrund dieser Daten werden in der Literatur verschiedene Modelle für die Funktionsweise des 
Abbaukomplexes  diskutiert (Stamos und Weis, 2013; van Kappel und Maurice; 2017):  
Im zyklischen Modell wird phosphoryliertes -Catenin von Axin1 an phosphorylierte 20Rs in APC 
mit höherer Bindeaffinität transferiert. Insbesondere die Phosphorylierung des Bereichs des 
zweiten 20Rs bis einschließlich der -Catenin-inhibierenden Domäne (CID) führt zu einer 
Reorganisation des Abbaukomplexes. Auf diese Weise wird Axin1 freigesetzt, um mit einem 
weiterem -Catenin-Molekül zu interagieren. Darüber hinaus vermittelt APC die Bindung von 
phosphoryliertem -Catenin an die E3 Ligase -TRCP, was zu dessen Ubiquitinylierung und 
schließlich zum proteasomalen Abbau von -Catenin führt. In diesem Modell erfolgt im Anschluss 
daran die protein phosphatse 2A (PP2A)-vermittelte Dephosphorylierung von APC, wodurch diese 
Abbaumaschinerie zurückgesetzt wird und ein weiteres -Catenin-Molekül im Abbaukomplex 
prozessiert werden kann (Kimelman und Xu, 2006; Xu und Kimelman, 2007).  
Ein alternatives Modell erklärt die Unterschiede der Bindeaffinitäten in Abhängigkeit der 
Konzentration an -Catenin. Bei geringer Konzentration an -Catenin wird die Bindung an die 
hochaffinen Bindestellen in phosphoryliertem APC bevorzugt. Wnt-Signalwegsaktivität führt zu 
erhöhter Konzentration von -Catenin und einer Verminderung von phosphoryliertem APC, 
wodurch die Bindung an weniger affine Bindestellen für die Regulation des Signalwegs wichtiger 
werden. Dies führt dazu, dass der Wnt-Signalweg effektiv schnell wieder abgeschaltet werden 
kann (Ha et al, 2004). 
 
Im C-terminalen Bereich von APC befindet sich eine basische Domäne, die zwischen den 
Aminosäuren 2200 und 2400 lokalisiert ist. Diese Domäne enthält viele Arginin-, Lysin- und 
Prolinreste und ist verantwortlich für die direkte Bindung von APC und Tubulin (Deka et al, 1998, 
Moseley et al, 2007). Aktinfilamente und Mikrotubuli kompetitieren vermutlich um die Bindung 
an APC. APC kann konzentrationsabhängig die Vernetzung der beiden Zytoskelettsysteme 
vermitteln (Moseley et al, 2007). Diese Bindung induziert die Bündelung von Tubulin und die 
Nukleation von Aktinfilamenten (Moseley et al, 2007; Okada et al, 2010). Im C-terminalen Bereich 
von APC befindet sich außerdem eine Domäne, die für die Interaktion mit EB1 verantwortlich ist 
(Su et al, 1995). EB1 bindet an den Plus-Enden wachsender Mikrotubuli (Ashkham et al, 2000). Die 
Interaktion von APC und EB1 und trägt zur Stabilisierung der Mikrotubuli in vivo und in vitro bei 
(Nakamura et al, 2001; Wen et al, 2004). 
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3.2.4 APC und der kanonische Wnt-Signalweg in der Krebsentstehung 
Aberrante Regulierung des kanonischen Wnt-Signalwegs, die zu einer dauerhaften Aktivierung der 
Signalwegsaktivität führt, ist mit dem Beginn der Krebsentstehung, v. a. in Kolon und Rektum, 
assoziiert (Polakis, 2012). Man geht davon aus, dass eine erste onkogene Mutation der Zelle einen 
selektiven Vorteil verschafft und diese Zellen dadurch Adenome bilden können. Diese initiale 
Mutation in sporadischen Kolonkarzinomen tritt häufig im APC-Gen auf. Im Anschluss daran 
werden Mutationen in weiteren Genen, wie z.B. TP53, PTEN, SMAD4, KRAS und PIK3CA durch 
klonale Expansion der transformierten Zellen erworben (TCGAN, 2012).  Durch diesen Prozess, die 
sog. Adenom-Karzinom-Sequenz können schließlich invasive, maligne Tumore gebildet werden, 
die die Basalmembran durchdringen können und so zur Tumorausbreitung in entfernten Organen 
führen (Kinzler und Vogelstein, 1997). 
In der durch das Cancer Genome Atlas Network durchgeführten Studie wurden in 93 % aller 
kolorektalen Karzinome Mutationen gefunden, die Komponenten des Wnt-signalwegs betreffen. 
In ca. 80 % der nicht-hypermethylierten Tumore lagen Mutationen des APC-Gens vor, die zu einer 
Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs führen (TCGAN, 2012). In der Hälfte (42 % aller 
untersuchten Proben) dieser Tumore lagen Mutationen in beiden Allelen vor.  
Die meisten APC Mutationen liegen in der Mutation Cluster Region (MCR) vor, die im Bereich der 
Kodons 1286 bis 1513 lokalisiert ist, vor (Polakis, 1995; Vogelstein und Kinzler, 2004). Durch diese 
Mutationen generierte Stoppkodons oder Frameshifts führen zum Verlust der C-terminalen Hälfte 
von APC vor dem ersten SAMP-Repeat. Solchen bereichsspezifischen APC-Mutationen wurden 
unterschiedliche -Catenin-abhängige transkriptionale Aktivitäten zugewiesen, die 
unterschiedlich ausgeprägte Tumoranfälligkeit in den betroffenen Geweben zur Folge hat (Gaspar 
und Fodde, 2004). Über die SAMP-Repeats kann APC Axin1 bzw. Conductin binden (Behrens et al, 
1998; Kishida et al, 1998). Da Kolorektalkarzinom-assoziierte Trunkierungsmutationen von APC 
zumeist zum Verlust der SAMP-Repeats führen, wird die Interaktion von APC und Axin1 als 
essentiell für die Funktion des -Catenin-Abbaukomplexes angesehen. In einem Mausmodell führt 
verkürztes APC, das weiterhin einen SAMP-Repeat enthält nicht zur die Tumorentstehung (Smits 
et al, 1999). Es konnte eine weitere wichtige regulatorische Domäne innerhalb der MCR 
identifiziert werden: Die -Catenin-inhibierende Domäne (CID), die sich zwischen dem zweiten 
und dritten 20-aa-Repeat befindet (Kohler et al, 2009). Die CID ist, auch in verkürztem APC, 
essentiell für dessen Kapazität die transkriptionelle Aktivität von -Catenin herunter zu regulieren. 
Ein Verlust dieses Bereiches führt zu einem pathologischen Anstieg der Wnt/-Catenin-
Signalwegsaktivität (Kohler et al, 2009; Roberts et al, 2011; Novellasdemunt et al, 2017).   
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In verschiedenen Untersuchungen an Adenomen von Patienten mit FAP (Albuquerque et al, 2002; 
Crabtree et al, 2003) und von Patienten mit sporadischen Kolorektalkarzinomen (Christie et al, 
2013) konnte gezeigt werden, dass eine gegenseitige Abhängigkeit zwischen den inaktivierenden 
Mutationen beider Allele des APC-Gens bei der Krebsentstehung besteht: Wenn der first hit 
innerhalb der MCR stattfindet, führt der second hit zumeist zu einem LOH. Wenn hingegen der 
first hit zu einer Mutation vor der MCR führt, ist als second hit eine Mutation innerhalb der MCR 
wahrscheinlich. D.h., dass ein starker Selektionsdruck auf den Verlust C-terminaler Sequenzen 
inklusive der SAMP-Repeats existiert. Von einem APC-Allel kann weiterhin ein trunkiertes Protein 
translatiert werden, das N-terminale Bereiche wie die Armadillo-Repeats, die 15Rs und 
mindestens den ersten SAMP-Repeat enthält. Für das Tumorwachstum von Kolorektalkarzinomen 
besteht offensichtlich ein Vorteil, wenn abhängig von den Mutationen der APC-Allele eine 
bestimmte Menge an transkriptioneller Aktivität von -Catenin vorherrscht (Albuquerque et al, 
2002). So konnte gezeigt werden, dass der Erhalt des ersten 20Rs in Tumorzellen zu einem 
proliferativen Vorteil führen kann, indem so verkürztes APC die transkriptionelle Aktivität von 
-Catenin erhöhen kann, ohne dass die Stabilität des -Catenin-Proteins beeinflusst wird 
(Schneikert et al, 2007).  
In Abbildung 3 sind schematisch die Lokalisation der Trunkierungen in APC in Kolorektalkarzinom-
Proben und deren Häufigkeit im Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) dargestellt. 
 
Abb. 2: Schematische Darstellung der Position der Trunkierungen in Tumorproben von Patienten mit Kolonkarzinomen. 
Lollipop-Plot der Trunkierungen in APC in Tumorproben die im Catalog of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) in der Version 
v87(November 2018). Der Lollipop-Plot wurde wurde mit dem Mutation-Mapper von cbioportal.org erstellt. Doppelte Proben 
sowie gleiche Mutationen unterschiedlichen Tumorgewebes eines Patienten wurden ausgeschlossen. Farbkodierung der 
Proteindomänen von APC wie in Abbildung 2. MCR=Mutation Cluster Region 
 
3.3 Die Paraloge Axin1 und Conductin  
Axin (axis inhibitory protein) auch Axin1 genannt, das Produkt des Maus Fused-Genlokus, wurde 
aufgrund seiner Rolle in der embryonalen Achsenbildung, als Inhibitor des Wnt-Signalwegs, 
identifiziert (Zeng et al, 1997). Eine Mutation des Maus Fused-Lokus führt zur dominanten 
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Ausbildung des sog. kinky tail (geknickter Schwanz) Phänotyps. Mäuse, die homozygot für das 
Fusedkinky Allel sind, zeigen teilweise die Ausbildung zusätzlicher Phänotypen wie Gehörlosigkeit, 
urogenitale und neuronale Defekte (Lyon et al, 1996). Diese phänotypische Varianz der Fused-
Mäuse beruht auf der Art der vorliegenden Mutationen. Diese Mutationen werden durch ein 
intracisternal A particle (IAP) Element, ein murines Retrotransposon, hervorgerufen (Raykan et al, 
2003, Vasicek et al, 1997). Die Axin1Fused-Mutation wurde durch die Insertion eines IAPs ins Intron 
6 des Axin1-Genlokus generiert (Ruvinski et al, 2000). Diese Insertion führt zu einem Allel, von 
dem aus sowohl Wildtyp-Axin1, als auch ein weiteres Transkript, beginnend vom long terminal 
repeat der Insertion, exprimiert werden. Eine Insertion des IAPs im Exon 7 führt zum sog. knobby 
Mutation, bei der kein Wildtyp-Axin1 mehr exprimiert wird (Vasicek et al, 1997). Eine weitere 
allelische Variante des Fused Gens, FusedTg1, eine durch transgene Insertion entstandene 
Mutation des Fused-Genlokus, wurde ebenfalls charakterisiert (Perry et al, 1995). Heterozygote 
FusedTg1-Mäuse zeigen den kinky tail Phänotyp, wogegen homozygote Tiere wie auch Fusedkinky- 
und Fusedknobby-Tiere an Tag 9 – 10 post coitum sterben.  
Der murine Axin1-Genlokus liegt auf dem Chromosom 17, in der Region um 13,07 cM. Das Gen 
besteht aus 10 Exons die einen ca. 56 kb großen Bereich umspannen. Der Maus Axin1-Genlokus 
kodiert für ein 832 Aminosäuren großes Protein. Es gibt jedoch durch alternatives Spleißen eine 
längere Form von Axin1. Diese Spleißvariante ist mit der kürzeren Form identisch, enthält jedoch 
eine für 36 zusätzliche Aminosäuren kodierende Sequenz an der Position 735 (Zeng et al, 1997). 
Das Axin1-Gen ist in Mensch, Ratte, Maus, Huhn, Xenopus und Drosophila konserviert. Auch in 
Caenorhabidditis elegans konnte mit PRY-1 ein funktionelles Homolog von Axin1 identifiziert 
werden (Korswagen et al, 2002).  
Conductin (auch Axin2 oder Axil) ist ein Paralog von Axin1 und wurde als Interaktionspartner von 
GSK3, -Catenin und APC identifiziert (Behrens et al, 1998; Yamamoto et al, 1998). Axin1 und 
Conductin zeigen eine Aminosäureidentität von ca. 45 % (Kikuchi, 1999; Seidensticker & Behrens, 
2000). In den für den -Catenin-Abbau wichtigen Regionen ist die Aminosäureidentität der beiden 
Proteine, mit bis zu mehr als 60 %, noch höher (Behrens et al; 1998; Abb. 4).   
Der murine Conductin-Genlokus liegt auf dem Chromosom 11, in der Region um 71,83 cM. Das 
Gen besteht aus 11 Exons, die einen ca. 30 kb großen Bereich umspannen und für ein 840 
Aminosäuren langes Protein kodieren.  
Beide Axin-Proteine, Axin1 und Conductin, funktionieren als Gerüstproteine im -Catenin-
Abbaukomplex und sind negative Regulatoren des kanonischen Wnt-Signalwegs, die die 
Phosphorylierung und folglich den Abbau von -Catenin vermitteln (Behrens et al, 1998; Fagotto 
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et al, 1999; Ikeda et al, 1998; Kishida et al, 1998; Kishida et al, 1999a; Yamamoto et al, 1998). 
Darüber hinaus wurden Axin1 und Conductin Rollen bei der Regulation des TGF--Signalwegs 
(Furuhashi et al, 2001; Guo et al, 2008) und des JNK-Signalwegs zugeschrieben (Zhang et al, 1999). 
 
3.3.1 Der Aufbau von Axin1 und Conductin  
Das Axin1-Protein ist zum größten Teil unstrukturiert und flexibel (Noutsou et al, 2011). Axin1 und 
Conductin sind in ihrer Aminosäuresequenz zu 45 % identisch (Abb. 4). Beide besitzen jeweils eine 
RGS- (regulator of G protein signaling) und eine DIX-Domäne, sowie u.a. Bindestellen für -Catenin 
und GSK3 (Behrens et al, 1998; Yamamoto et al, 1998; Schwarz-Romond et al, 2002). 
 
 
Axin1 und Conductin sind Gerüstproteine, die durch ihre konservierten Domänen weitere 
Komponenten des -Catenin-Abbaukomplexes direkt binden und sie so in unmittelbare Nähe 
zueinander bringen können (Abb. 1). Es konnten Kokristallstrukturen der Bindedomänen von 
Axin1 mit APC (Spink et al, 2000), -Catenin (Xing et al, 2003) und GSK3 (Dajani et al, 2003) gelöst 
werden. Die RGS-Domäne von Axin1, unterscheidet sich kaum von anderen RGS-Proteindomänen, 
die eine G-Protein-Bindekapazität haben. Die APC-Bindung findet jedoch in einem distinkten 
Bereich der RGS-Domäne statt, der nicht mit der Interaktion mit G-Proteinen assoziiert ist (Spink 
et al, 2000). Axin1 kann in vitro zwar an G-Untereinheiten binden, aber die GTP-Hydrolyse nicht 
stimulieren (Castellone et al, 2005; Natochin et al, 1998; Stemmle et al, 2006).  
1 868
RGS GSK3 -Cat DIX
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36aa
Axin1
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Conductin
mus musculus
1 840
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61 % 52 % 58 % 59 %Identität
Abb. 3: Übersicht der funktionellen Proteindomänen von Axin1 und Conductin. Murines Axin1 und Conductin besitzen 
jeweils RGS-Domänen über die APC gebunden werden, GSK3- sowie -Catenin-Bindestellen und je eine C-terminale DIX-
Domäne über die die Homo-oder Heteropolymerbildung mit Dishevelled stattfindet. Der graue Bereich stellt die 36 
Aminosäuren die durch den alternativen Leserahmen kodiert werden dar. In Prozent sind die Sequenzidentitäten der 
funktionellen Proteindomänen beider Proteine angegeben. Das Schema entspricht den unter UniProtKB-O35625 und 
UniProtKB-O88566 annotierten Domänenstruktur.-Cat = -Catenin  
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Axin1 bindet GSK3Die GSK3-Interaktion findet jedoch nicht im Bereich der katalytischen 
Domäne statt (Dajani et al, 2003) und hat keinen Einfluss auf die katalytische Aktivität von GSK3 
(Stamos und Weis, 2013). Außerdem konnte gezeigt werden, dass Axin1 auch CK1 binden kann 
und dass diese Bindung keinen Einfluss auf das katalytische Zentrum der Serin/Threonin-Kinase 
hat (Sobrado et al, 2005).   
Beide Axin-Proteine können die Armadillo-Repeats binden (Behrens et al, 1998). Diese Interaktion 
ist wichtig für den Phosphorylierungszustand von APC (Fagotto et al, 1999). Axin1 vermittelt auf 
diese Weise die GSK3- und CK1-abhängige Phosphorylierung von APC im -Catenin-
Abbaukomplex (Ikeda et al, 2000; Rubinfeld et al, 2001). Außerdem führt Axin1 als Gerüstprotein 
im -Catenin-Abbaukomplex zu erhöhter Interaktion von -Catenin mit GSK3 und CK1 und 
erhöht durch dieses Rekrutieren der beiden Kinasen die Phosphorylierung von -Catenin (Ikeda et 
al, 1998; Dajani et al, 2003; Ha et al, 2004). Über seine C-terminale DIX-Domäne bilden Axin-
Moleküle Homopolymere aus (Fiedler et al, 2011; Kishida et al, 1999b). Diese Komplexe, die in 
Überexpressionsversuchen als zytoplasmatische Puncta zu detektieren sind, stellen Bereiche mit 
großer Avidität für verschiedene Komponenten des -Catenin-Abbaukomplexes dar (Fiedler et al, 
2011). Durch Mutationen der DIX-Domäne, kann die Homopolymerbildung verhindert werden und 
die Axin-Funktion im -Catenin-Abbaukomplex vermindert werden (Fiedler et al, 2011). Über die 
DIX-Domäne von Axin1/Conductin kann außerdem die DIX-Domäne von Dvl gebunden werden 
und somit Axin1-Dvl bzw. Conductin-Dvl Heteropolymere, sog. Signalosomen, ausgebildet werden 
(Schwarz-Romond et al, 2007; Fiedler et al, 2011; Liu et al, 2011; Bernkopf et al, 2015). LRP6-Fzd-
Dvl Komplexe können durch Interaktion der DIX-Domänen intrazellulär Axin1 binden und dadurch 
die Aktivität von Axin1-gebundenem GSK3 inhibieren (Cselenyi et al, 2008; Wu et al, 2009; Zeng 
et al, 2008). Diese Interaktion von Axin1 und Dvl wird für die Signalweiterleitung im kanonischen 
Wnt-Signalweg nach Bindung von Wnt-Liganden benötigt, damit β-Catenin stabilisiert werden 
kann (MacDonald and He, 2012). Dvl liegt mit bis zu zehnfach höherer Konzentration als Axin1 in 
der Zelle vor. Interaktionen zwischen den DIX-Domänen von Dvl und Axin1 können einen 
dominant-negativen Effekt auf die Homopolymerisation von Axin1 haben und deshalb schließlich 
zu einer verringerten Abbaurate von zytoplasmatischem -Catenin führen (Fiedler et al, 2011; 
Bernkopf et al, 2015).  
Durch Injektion von Axin1 oder Conductin kann in Xenopus-Embryonen die Wnt-induzierte 
Achsenausbildung verhindert werden (Behrens et al, 1998; Zeng et al, 1997). Durch 
Überexpression von Axin1 kann in verschiedenen Kolorektalkarzinom-Zelllinien, in denen -
Catenin-stabilisierende APC Mutationen vorliegen, die Aktivität des Wnt-Signalwegs wieder 
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herunterreguliert werden (Behrens et al, 1998; Hart et al, 1998; Kishida et al, 1998; Sakanaka et 
al, 1998).  
Die Stabilität von Axin1 und Conductin wird durch Tankyrasen beeinflusst. Tankyrasen können 
durch Bindung an konservierte N-terminale Domänen in Axin1 und Conductin Poly-ADP-
Riboslylierung (= PARsylation) forcieren, die zur Ubiquitinylierung und schließlich zum 
proteasomalen Abbau von Axin1 und Conductin führt (Huang et al, 2009; Morrone et al, 2012). 
Durch chemische Inhibitoren kann die PARsylation blockiert werden, was die Proteinstabilität von 
Axin1 und Conductin erhöht und auf diese Weise die Aktivität des Wnt/-Catenin Signalwegs 
herunterreguliert (Chen et al, 2009; Huang et al, 2009). 
 
3.3.2 Mutaionen von Axin1 und Conductin 
Mutationen in Axin1 und Conductin konnten u. a. in Leberkarzinomen und Kolorektalkarzinomen 
identifiziert werden (Hlouskova et al, 2017; Lammi et al, 2004; Mazzoni und Fearon, 2014; 
Taniguchi et al, 2002). Hierbei konnten jeweils sowohl Missense- als auch Nonsense-Mutationen 
nachgewiesen werden. In der COSMIC Datenbank wurde in insgesamt 3 % der Kolorektalkarzinom-
Proben Axin1 Mutationen nachgewiesen. In 5,8 % der Proben wurde eine Mutation in Conductin 
nachgewiesen. Für einige der Darmkrebs-assoziierten Punktmutationen in Axin1, die zu einem 
Aminosäureaustausch innerhalb der RGS-Domäne führen, konnte bereits ein Mechanismus 
gezeigt werden, wie durch solche Mutationen der Wnt-Signalweg aktiviert und dadurch das 
Tumorwachstum erhöht wird (Anvarian et al, 2016). Destabilisierende gain-of-function 
Mutationen der RGS-Domäne führen zur Ausbildung von Nanoaggregaten, die die Bildung von 
Axin1-Homopolymeren vermindern und die reguläre Ausbildung des -Catenin-Abbaukomplexes 
beeinträchtigen (Anvarian et al, 2016).   
Genetische Veränderungen von Axin1 und Conductin sind mit verschiedenen Defekten assoziiert. 
Erhöhte Methylierung der Promotorregion von Axin1 kann zu kaudalen Duplikationen führen 
(Oates et al, 2006). Mutationen in Conductin sind mit Oligodontie assoziiert (Lammi et al, 2004; 
Callahan et al, 2009; Marvin et al,2011; Hlouskova et al, 2017). 
 
3.3.3 Funktionen von Axin1 und Conductin in Mäusen  
Es wurden bereits eine Reihe von in vivo Untersuchungen an Mausmodellen mit genetisch 
verändertem Axin1 durchgeführt. So konnte gezeigt werden, dass homozygote loss-of-function 
  3. Einleitung 
 
18 
 
Axin1-Allele zum Sterben der Embryonen an Tag 9,5 der Entwicklung führen (Perry et al, 1995; 
Xie et al, 2010; Zeng et al, 1997). In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sowohl 
Axin1RGS/RGS in denen nur noch Axin1-Protein mit deletierter RGS-Domäne, als auch Axin1C6/C6 
in denen die sechs C-terminalen Aminosäuren deletiert sind, ebenfalls zu diesem Zeitpunkt der 
Embryonalentwicklung sterben (Chia et al, 2009).   
Auch Mausmodelle mit genetisch verändertem Conductin-Genlokus wurden bereits untersucht. 
So wurde ein Conductin knock-out Mausmodell generiert, in dem durch ein eingefügtes LacZ-
Reportergen die Expression von Conductin detektiert werden kann (Lustig et al, 2002). Der 
heterozygote Verlust von Conductin führt zu keinen offensichtlichen embryonalen Phänotypen, 
obwohl Conductin stark in der Schädelneuralleiste exprimiert wird. Aus Verpaarungen 
heterozygoter ConductinLacZ/+-Mäuse werden homozygote ConductinLacZ/LacZ-Mäuse geboren. 
Diese Mäuse sind lebensfähig und fertil (Lustig et al, 2002; Yu et al, 2005). Die Inaktivierung von 
Conductin führt zur Kraniosynostose. Die vorzeitige Fusion von Schädelnähten wird durch 
Veränderung der desmalen Ossifikation in den ConductinLacZ/LacZ-Mäusen ausgelöst. Die 
neuralleisten-abhängige Skeletogenese ist besonders vom Verlust von Conductin betroffen. 
Bereits innerhalb der ersten Wochen nach der Geburt zeigen ConductinLacZ/LacZ-Mäuse verringertes 
Wachstum des Kopfes. Conductin wird in Stirnnähten und Knochen während der Kraniosynostose 
exprimiert. Nach Beginn des Fusionsprozesses der Stirnnähte kann dort nur noch sehr schwache 
Reportergenexpression nachgewiesen werden (Yu et al, 2005). Homozygote ConductinLacZ/LacZ-
Mäuse zeigen eine Woche nach der Geburt ein um 12,5 % reduziertes Wachstum. Heterozygote 
Tiere unterscheiden sich nicht von Wildtyp-Tieren (Dao et al, 2010; Lustig et al, 2002). 
ConductinLacZ/LacZ-Mäuse, die zusätzlich nur ein Axin1 Allel tragen, zeigen schwere kraniofaziale 
und Vorderhirn-Defekte: Neugeborene ConductinLacZ/LacZ; Axin1Tg1/+ sind kleiner als ihre 
Wurfgeschwister und sterben häufig direkt nach der Geburt. Der zusätzliche Verlust eines 
-Catenin Allels führt zu einem Rescue des Phänotyps von ConductinLacZ/LacZ; Axin1Tg1/+-Mäusen 
(Dissertation Boris Jerchow). Der Verlust von jeweils beiden Conductin- und Axin1-Allelen führt 
zum Sterben der Embryonen bereits vor der Gastrulation (Dissertation Boris Jerchow).  
Während Axin1 bereits im Blastozystenstadium exprimiert ist (Zeng et al, 1997), wird Conductin 
erst ab Tag 6,5 der Embryogenese exprimiert (Dissertation Boris Jerchow). Axin1 zeigt ubiquitäre 
Expression (Zeng et al, 1997). Im Gegensatz dazu wird Conductin zuerst nur im posterioren Bereich 
exprimiert, ab Tag 8,5 auch im Kopf und ab Tag 9,5 schließlich ubiquitär während der 
Embryogenese (Dissertation Boris Jerchow). In APCMin/+-Mäusen liegt eine Keimbahnmutation im 
APC-Genlokus vor, die zur Ausbildung intestinaler Tumore führt (Su et al, 1992; Moser et al, 1995). 
Durch Untersuchungen an APCMin/+-Mäusen, die zusätzlich heterozygot für den ConductinLacZ-
  3. Einleitung 
 
19 
 
Genlokus sind, konnte starke Conductin Expression in den intestinalen Tumoren nachgewiesen 
werden und somit Conductin als Zielgen des Wnt-Signalwegs in vivo gezeigt werden (Lustig et al, 
2002). 
 
3.3.4 Unterschiede von Axin1 und Conductin 
Trotz der hohen Sequenzähnlichkeit von Axin1 und Conductin in vielen funktionell relevanten 
Proteindomänen gibt es auch funktionelle Unterschiede. Sowohl Axin1 als auch Conductin wurden 
als am Centrosomen lokalisiert beschrieben. Axin1 interagiert hier mit dem -Tubulin Ringkomplex 
und ist an der Mikrotubuli-Nukleation beteiligt (Fumoto et al, 2009). Conductin hingegen bindet 
an c-Nap1 an Centrosomen und reguliert die Centrosomen-Kohäsion (Hadjihannas et al, 2010). 
Conductin-Proteinmengen schwanken während des Zellzyklus, wodurch das Verhältnis zwischen 
phosphoryliertem und transkriptionell aktivem -Catenin reguliert wird (Hadjihannas et al, 2012). 
Die Conductin Proteinmenge ist während der G2/M-Phase am höchsten. Conductin wird in der 
Mitose durch den Anaphase-promoting complex / cyclosome (APC/C) Cofaktor CDC20 abgebaut, 
sodass in der G1-Phase die Conductin-Proteinmenge niedrig ist. Im Gengensatz dazu bleibt die 
Axin1-Proteinmenge während des Zellzyklus konstant (Hadjihannas et al, 2012). Axin1 kann im 
Gegensatz zu Conductin am C-Terminus SUMOyliert werden, wodurch es vor Ubiquitinylierung 
und darauffolgenden proteasomalen Abbau geschützt ist (Kim et al, 2008). Aufgrund ihrer hohen 
Sequenzidentität, in den für die Interaktion mit dem -Catenin-Abbaukomplex verantwortlichen 
Proteindomänen, sind Axin1 und Conductin negative Regulatoren des Wnt-Signalwegs. Der 
bemerkenswerteste Unterschied zwischen Axin1 und Conductin liegt in der Regulierung ihrer 
Expressionsmuster und -level. Während Axin1 ubiquitär exprimiert wird (Zeng et al, 1997), ist 
Conductin ein direktes Zielgen der Wnt/-Catenin-abhängigen Transkription (Lustig et al, 2002; 
Jho et al, 2002). Diese Wnt-abhängige Expression von Conductin führt somit zu einer negativen 
Rückkopplung des Signalwegs (Lustig et al, 2002). In Zellkulturexperimenten zeigt Conductin auch 
nach Aktivierung des Wnt-Signalwegs ein niedrigeres Expressionslevel als Axin1 (Bernkopf et al, 
2015). Axin1 beeinflusst den -Catenin Abbau stärker als Conductin und wird durch seine DIX-
Domäne stärker an Dishevelled rekrutiert (Bernkopf et al, 2015).   
In einer Studie wurden Mäuse generiert, die Myc-getaggtes Conductin oder Myc-getaggtes Axin1 
unter der Kontrolle des Axin1 Genlokus exprimieren (Chia und Costantini, 2005). Homozygote 
Mäuse dieser Mausstämme zeigen keine offensichtlichen Phänotypen und sind fertil. Die normale 
Entwicklung der Mäuse, in denen Myc-getaggtes Conductin unter der ubiquitären 
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Expressionskontrolle des Axin1-Genlokus steht, spricht für eine funktionelle Redundanz von 
Conductin mit Axin1. Ob jedoch Axin1 ebenfalls die Funktion von Conductin erfüllen kann und ob 
es unter diesen Bedingungen zur normalen physiologischen Funktionsweise der negativen 
Rückkopplung des Wnt-Signalwegs aufrechterhalten kann, ist noch nicht bekannt. 
 
3.4 Amer1 
APC membrane recruitment 1 (Amer1) ist ein auf dem langen Arm des X-Chromosoms, im Bereich 
Xq11.2 lokalisiertes Gen. Amer1 wird auch als Wilms tumor gene on the X-Chromosome (WTX) 
oder Family with sequence similarity 123 member B (FAM123B) bezeichnet. Im Jahr 2007 wurde 
Amer1 wurde in unabhängigen Studien in einem Yeast-Two-Hybrid Screen als Interaktionspartner 
der Armadillo-Repeat-Domäne von APC identifiziert (Grohmann et al, 2007) sowie in 
massenspektrometischen Untersuchungen als Bindepartner von -Catenin, Axin1, APC und -
TRCP gezeigt (Major et al, 2007). In bis zu 30 % der Wilms Tumore wurden hemizygote Mutationen 
des Amer1-Gens gefunden (Cardoso et al, 2013; Corbin et al, 2009; Deng et al, 2016; 
Fukuzawa et al, 2009; Perotti et al, 2008; Rivera et al, 2007; Ruteshouser et al, 2008) und Amer1 
somit als Tumorsuppressor definiert. Wilms Tumore stellen mit bis zu 95 % die häufigste Form der 
frühkindlich auftretenden Nephroblastome dar (Pizzo et al, 2016). Die in Wilms Tumoren 
identifizierten Mutationen des Amer1 Gens, führen hauptsächlich zum vollständigen Verlust von 
Amer1 oder zu N-terminalen Trunkierungen (Rivera et al, 2007). Aktivierende -Catenin 
Mutationen liegen in bis zu 15 % der Wilms Tumore vor (Koesters et al, 1999). In Wilms Tumoren 
schließen sich Amer1 Mutationen und aktivierende Mutationen des -Catenin-Gens gegenseitig 
aus, was für eine funktionelle Redundanz beider Gene in diesen Tumoren spricht (Rivera et al, 
2007). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass in Amer1 mutierten Wilms Tumoren, nur die Tumore 
mesenchymalen Ursprungs im Zellkern lokalisiertes, aktives -Catenin aufweisen. Im Gegensatz 
dazu zeigen Tumore epithelialen Ursprungs, unabhängig von ihrem Amer1-Mutationsstatus, keine 
erhöhten Mengen an -Catenin im Zellkern (Fukuzawa et al, 2008.) Single-hit-Mutationen auf dem 
einen X-Chromosomen männlicher Betroffener sowie vornehmlich auf dem aktiven X-Chromosom 
weiblicher Betroffener führen in den ersten hierauf untersuchten Tumoren zur Inaktivierung von 
Amer1 (Rivera et al, 2007). In weiteren Untersuchungen wurde jedoch eine zufällige Verteilung 
der inaktivierenden Amer1 Mutationen zwischen aktivem und inaktivem X-Chromosom in Wilms 
Tumor Patienten gezeigt (Perrotti et al, 2008). Neben Mutationen von Amer1, wurde auch eine 
STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) vermittelte reduzierte Expression von 
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Amer1 in einigen Wilms Tumoren beobachtet (Cao et al, 2013). Die durch gesteigerte STAT3 
Aktivierung hervorgerufene Überexpression von miR-370 führt zu einer Reduktion der Amer1 
mRNA in Wilms Tumorzellen (Cao et al, 2013).   
Hemizygote Keimbahnmutationen im Amer1-Gen prädisponieren für Ostheopatia striata mit 
kranialer Sklerose (OSCS) (Jenkins et al, 2009). Das Krankheitsbild der Betroffenen dieser 
Knochendysplasie ist durch Sklerose der Schädel-und Gesichtsknochen, Makrozephalie, 
Gaumenspalte und Schwerhörigkeit gekennzeichnet. OSCS tritt mit einer Prävalenz von weniger 
als 1 zu 1 000 000 auf und wird X-chromosomal-dominant vererbt. In einer Studie konnten in 18 
von 19 Fällen von OSCS Keimbahnmutationen im Amer1-Gen identifiziert werden (Jenkins et al, 
2009). In allen Fällen lag entweder eine komplette Deletion des Gens, oder eine zur Trunkierung 
führende Mutation vor. Die Überlebensrate der männlichen Patienten korreliert mit der 
Lokalisation der Trunkierung in Amer1: Mutationen, die zu einem verkürzten Amer1 Protein bis 
zur Aminosäure 358 führen, sind letal. Im Gegensatz dazu waren Patienten mit einer Trunkierung 
an Aminosäurenposition 425 überlebensfähig (Jenkins et al, 2009). Die Expression der kürzeren 
Spleißvariante von Amer1, die keine Membranlokalisationsdomäne besitzt (Aminosäuren 50 – 
326), führt in Betroffenen nicht zur Kompensation des Phänotyps (Jenkins et al, 2009). In OSCS 
Patienten prädisponieren Amer1 Mutationen nicht zur Entstehung von Wilms Tumoren oder 
anderen Tumorarten (Jenkins et al., 2009).  
In Mäusen ist eine Deletion von Amer1 neonatal letal (Moisan et al, 2011). Diese Mäuse weisen 
ein übermäßiges somatisches Wachstum und Missbildungen in verschiedenen mesenchymal 
abgeleiteten Geweben wie Knochen, Niere, Herz und Milz (Moisan et al, 2011). Knochenmark-
Plasmazellen der Amer1 KO-Mäuse weisen eine erhöhte Aktivität des Wnt-Signalwegs auf (Moisan 
et al, 2011). 
 
3.4.1 Der Aufbau von Amer1  
Das Amer1-Gen umspannt 3 Exons und besteht aus einem 3405 bp großen Produkt (Grohmann et 
al, 2007). Das Gen kodiert für ein aus 1135 Aminosäuren bestehendes Protein und wird ubiquitär 
in humanem Gewebe exprimiert (Grohmann et al, 2007). Der offene Leserahmen befindet sich 
komplett auf nur einem Exon, dem Exon2 (Grohmann et al, 2007). Es existiert eine zweite Form 
von Amer1, die durch alternatives Spleißen exprimiert werden kann. Hierbei kommt es zur 
Expression einer Amer1 Variante, in der der für die Aminosäuren 50 – 356 kodierende Bereich in-
frame fehlt (Boutet et al, 2010; Jenkins et al, 2009). Amer1 besitzt keine bekannten 
Proteindomänen (Rivera et al, 2009) es konnten jedoch einige Proteininteraktionsdomänen 
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charakterisiert werden (s.u.). Amer1 ist ein Plasmamembran-assoziiertes Protein. Im N-Terminus 
von Amer1 liegen zwei unterschiedliche Phosphatidylinositol (4,5) bisphosphat (PtdIns(4,5)P2)-
Bindedomänen vor, durch die die Assoziation mit der Plasmamembran vermittelt wird (Grohmann 
et al, 2007).  
 
Amer1 konnte in verschiedenen Studien nahezu gleichzeitig als Bindepartner verschiedener 
Komponenten der Wnt/-Catenin-Signalkaskade identifiziert werden (Grohmann et al, 2007; 
Major et al, 2007): 
Amer1 interagiert direkt mit der Armadillo-Repeat-Domäne von APC durch vier verschiedene APC-
Bindedomänen (Grohmann et al, 2007; Zhang und Akyildiz et al, 2015), transloziert APC an die 
Plasmamembran und kontrolliert so die Verteilung von APC zwischen den Mikrotubuli und der 
Plasmamembran (Grohmann et al, 2007). Die Interaktion von drei dieser Bindestellen (A1, A2 und 
A4 in Abb. 5) mit der APC-ARM-Domäne wurde zunächst in yeast-two-hybrid Screens gezeigt und 
anschließend konnte auch die endogene Komplexbildung zwischen Amer1 und APC Proteinen 
konnte durch Immunpräzipitationen in verschiedenen Säugerzelllinien gezeigt werden (Grohmann 
et al, 2007). Außerdem konnte noch eine weitere Interaktionsdomäne (A3 in Abb. 5) von Amer1 
mit APC identifiziert werden (Zhang und Akyildiz et al, 2015). Die Amer1 A3 bindet im Gegensatz 
zu A1, A2 und A4 zweigeteilt an die C-terminale Region von der ARM-Repeat-Domäne von APC. 
Kristallstrukturen der APC-Arm-Domäne im Komplex mit A1, A2 oder A4 wurden gelöst (Zhang und 
Akyildiz, 2015). Amer1, in dem alle vier APC-Interaktionsstellen mutiert sind, kolokalisiert nicht 
mehr mit APC und verhindert so die Rekrutierung von APC an die Membran (Dissertation Senem 
Ntourmas).  
Darüber hinaus interagiert Amer1 mit weiteren Komponenten des -Catenin-Abbaukomplexes. 
Amer1
S2
REAH/Y
1 1135
A2 A3
Amer1
S1
Membran-
Lokalisation
REAH/Y
1 1135
A1 A2
A4
A3
APC Bindestellen
50 356
Abb. 4: Schematische Darstellung der beiden Amer1 Spleißvarianten mit Proteininteraktionsdomänen. 
A1,A2,A3 und A4 = APC-Bindestellen 1 bis 4; REAH/Y= Arginin-Glutamat-Alanin-Histidin/Tyrosin-Aminosäurerepeats 
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Über die Arginin-Glutaminsäure-Alanin(REA)-Repeat Domänen bindet Amer1 direkt die Armadillo-
Repeats von -Catenin und rekrutiert es an die Plasmamembran (Tanneberger et al, 2011a). 
Außerdem konnten mit Axin1, Conductin, LRP6, -TRCP1 und -TRCP2 weitere Effektorproteine 
des kanonischen Wnt-Signalwegs als Interaktionspartner von Amer1 identifiziert werden (Major 
et al, 2007; Tanneberger et al, 2011b). In Koimmunpräzipitationsuntersuchungen wurden die 
Bindestellen von Amer1 mit Axin1 bzw. Conductin gezeigt und auf den Bereich der Aminosäuren 
531 – 601 kartiert (Tanneberger et al, 2011a; 2011b). Conductin interagiert zusätzlich mit einem 
weiteren, C-terminaler gelegenen Bereich (Aminosäuren 834-931) von Amer1 und es konnte 
gezeigt werden, dass überexprimiertes Amer1 Axin1 und Conductin ebenfalls an die 
Plasmamembran rekrutieren kann (Tanneberger et al, 2011a; 2011b). 
 
3.4.2 Amer1 im Wnt/-Catenin-Signalweg  
Neben den proteinbiochemischen Untersuchungen der Interaktionen von Amer1 mit 
Komponenten des kanonischen Wnt-Signalwegs, konnte auch in funktionellen Untersuchungen 
ein Einfluss von Amer1 auf die Aktivität des Wnt-Signalwegs gezeigt werden. In von Major et al 
durchgeführten Untersuchungen wurde gezeigt, dass Amer1 die Ubiquitinylierungsrate und damit 
den Abbau von -Catenin in Extrakten aus Xenopus laevis Eiern erhöht (Major et al, 2007). In 
-Catenin-abhängigen Reporterassays konnte in HEK 293T und RKO-Zellen nach Aktivierung mit 
Wnt3A-konditioniertem Medium eine zusätzlich erhöhte Reporteraktivität nach knockdown von 
Amer1 gezeigt werden (Major et al, 2007). In RKO-Zellen ist nach Amer1 knockdown auch die 
Menge an zytoplasmatischem -Catenin-Protein erhöht (Major et al, 2007). In 
Xenopusembryonen verhindert Überexpression von Amer1, die durch ektopische Aktivierung des 
Wnt-Signalwegs ausgelöste Achsenduplikation (Major et al, 2007). Knockdown von Amer1 in 
Zebrafischembryonen erhöht die Aktivität des Wnt-Signalwegs (Große et al, 2019; Major et al, 
2007). Die Assoziation von Amer1 mit der Plasmamembran ist essentiell für seine 
Repressorfunktion im kanonischen Wnt-Signalweg (Tanneberger et al, 2011a). Amer1 rekrutiert 
als Gerüstprotein den -Catenin-Abbaukomplex an die Membran und reprimiert den Wnt-
Signalweg hauptsächlich bei hoher Zelldichte (Tanneberger et al, 2011a). Amer1 induzierte 
Stabilisierung von Axin1 trägt zur Regulierung des Wnt-Signalwegs bei (Tanneberger et al, 2011a). 
Deletion der an -Catenin bindenden REA-Repeats führt zu einer verringerten Kapazität von 
Amer1, den Wnt-Signalweg zu regulieren (Tanneberger et al, 2011a).  
Für die intrazelluläre Aktivierung des Wnt-Signalwegs ist die schrittweise Phosphorylierung von 
LRP6, die nach Bindung von Wnt-Liganden an Frizzled-Rezeptoren durch Gsk3 und CK1 
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durchgeführt wird, ein essentieller Schritt (Tamai et al, 2004; Zeng et al, 2005). Neben seiner 
Funktion als Repressor, konnte für Amer1 auch eine Rolle bei der intrazellulären Aktivierung des 
kanonischen Wnt-Signalwegs gezeigt werden (Tanneberger et al, 2011b). Amer1 wird für die Wnt-
induzierte Phosphorylierung des Korezeptors LRP6 benötigt (Tanneberger et al, 2011b). Bindung 
von Wnt-Liganden führt zur Bildung von PtdIns(4,5)P2 an der Plasmamembran (Pan et al, 2008). 
Amer1 transloziert in Abhängigkeit von PtdIns(4,5)P2 an die Plasmamembran, rekrutiert auf diese 
Weise CK1, Axin1 und GSK3 dorthin und fördert so die Komplexbildung von LRP6 und Axin1 
(Tanneberger et al, 2011b).  
 
3.4.3 Weitere Funktionen von Amer1 
Neben den Funktionen im kanonischen Wnt-Signalweg, konnten noch eine Reihe weiterer 
Funktionen von Amer1 identifiziert werden. Diese Untersuchungen beruhen zum Teil darauf, dass 
sich Amer1 intrazellulär zwischen dem Zytoplasma und dem Zellkern bewegt (Rivera et al, 2009). 
Im Zellkern lokalisiertes Amer1 interagiert mit dem transkriptionellen Repressor TRIM28, erhöht 
die Bindung von TRIM28 an Chromatin und trägt so zur transkriptionellen Reprimierung repetitiver 
DNA-Elemente bei (Kim et al, 2015). Nukleäres Amer1 ist in spezifischen Kompartimenten im 
Zellkern, den sog. Paraspeckles lokalisiert, bindet den Wilms Tumor Suppressor WT1 und erhöht 
so die WT1-vermittelte transkriptionelle Aktivität (Rivera et al, 2009). Amer1 interagiert außerdem 
mit dem p53-Signalweg (Kim et al, 2012). Indem Amer1 die Acetyltransferasen CBP/p300 
stabilisiert, wird die Interaktion von CBP und p53 verstärkt und auf diese Weise die Aktivität von 
p53 erhöht (Kim et al, 2012). Überexpression von Amer1 kann die transkriptionelle Aktivität von 
p21 in Abhängigkeit von p53 erhöhen (Kim et al, 2011). Dies kann das Zellwachstum vermindern 
und zu einem Zellzyklusarrest in der G1/G0-Phase führen (Kim et al, 2011).  
Weiterhin kann Amer1 den Abbau des Transkriptionsfaktors Nrf2 durch kompetitive Bindung der 
Ubiquitinligase Keap1 verhindern und auf diese Weise die Nrf2-abhängige Transkription, die eine 
wichtige Rolle bei der antioxidativen Reaktion spielt, regulieren (Camp et al, 2012).  
 
3.4.4 Die Amer-Genfamilie 
Die Amer-Gene stellen eine Wirbeltier-spezifische Genfamilie dar. Neben Amer1 existieren noch 
zwei weitere Paraloge, Amer2 und Amer3, die durch Sequenzvergleiche der Proteinsequenz von 
Amer1 identifiziert werden konnten (Boutet et al, 2010). Es existieren sechs hoch konservierte 
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Blöcke in den Proteinsequenzen der drei Amer-Proteine. Die kodierende Sequenz aller drei Amer-
Gene befindet sich jeweils nur auf einem Exon (Boutet et al, 2010). Da die Domänen der Amer-
Proteinfamilie keine Sequenzähnlichkeiten zu bekannten funktionellen Domänen anderer 
Proteine besitzen, entstanden die Gene der Amer-Familie vermutlich in der frühen Wirbeltier-
Evolution (Boutet et al, 2010).    
Amer2 ist ein auf dem Chromosom 13 lokalisiertes Gen, dass für ein Protein der Länge von 671 
Aminosäuren kodiert (Grohmann et al, 2007). Die Proteinsequenzen von Amer1 und Amer2 sind 
in verschiedenen Bereichen, wie z.B. Sequenzen der APC-Bindedomänen A1 und A2 
hochkonserviert (Grohmann et al, 2007; Pfister et al, 2012a). Ebenfalls besitzt Amer2 N-terminale 
(PtdIns(4,5)P2)-Bindedomänen über dessen Lysinreste eine Assoziation mit der Plasmamembran 
vermittelt wird (Pfister et al, 2012a). Überexpression von Amer2 führt zur Rekrutierung von APC 
an die Plasmamembran, mit weiteren Komponenten des -Catenin-Abbaukomplexes interagiert 
Amer2 dagegen nicht direkt (Pfister et al, 2012a). In Zellkulturexperimenten wirkt Amer2 als 
negativer Regulator auf die -Catenin-abhängige Reporteraktivität (Pfister et al, 2012). Amer2 
interagiert direkt mit EB1 und trägt zur Stabilisierung des Mikrotubuli-Zytoskeletts bei 
(Pfister et al, 2012b; Siesser et al, 2012). Amer3 ist ein auf dem Chromosom 2 lokalisiertes Gen, 
dass für ein 861 Aminosäuren langes Protein kodiert (Boutet et al, 2010).   
Amer3 ist im Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert und kann ebenfalls APC binden (Brauburger 
et al, 2014). Im Gegensatz zu seinen Paralogen Amer1 und Amer2 rekrutiert Amer3 APC nicht an 
die Plasmamembran, sondern an das Mikrotubuli-Zytoskelett und erhöht nach Überexpression die 
-Catenin-abhängige Reporteraktivität (Brauburger et al, 2014). 
 
3.4.5 Mutationen von Amer1 in Kolorektalkarzinomen 
In kolorektalen Krazionmen konnten ebenfalls somatische Amer1 Mutationen identifiziert 
werden. (Ashktorab et al, 2016; Rashid et al, 2016; Sanz-Panploma et al, 2015; Scheel et al, 2010; 
TCGAN, 2012). In der weitläufigsten dieser Studien, die durch das TCGAN durchgeführt wurde, lag 
in 7 % der nicht-hypermutierten Tumore in sporadischen kolorektalen Karzinomen, eine Mutation 
im Amer1-Gen vor (TCGAN, 2012).  Auch in Patienten mit FAP oder MUTYH-assoziierte Polyposis, 
in denen es zur Ausbildung von Dickdarmpolypen kommt, konnten in bis zu 9 % der Adenome 
Mutationen von Amer1 nachgewiesen werden (Rashid et al, 2016). Ein Großteil der identifizierten 
Mutationen führen zu einer Trunkierung von Amer1 im N-terminalen Bereich vor der 
Interaktionsdomäne mit -Catenin (Rashid et al, 2016; Sanz-Pamplona et al, 2016; Scheel et al, 
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2010; TCGAN, 2012). In der COSMIC Datenbank sind von insgesamt 4051 Kolorektalkarzinom-
Proben, in denen der Status von Amer1 überprüft wurde, 261 mutiert. Dies entspricht einer 
Mutationsrate von 6,4 %. 182 dieser Mutationen führen zu Trunkierungen von Amer1 (Abb. 6). 
71,9 % dieser Tumore (131) haben ebenfalls mindestens eine Mutation, die zu einer Verkürzung 
von APC führt. 
 
Abb. 5: Schematische Darstellung der Position der Trunkierungen in Amer1 in Tumorproben von Patienten mit 
Kolonkarzinomen:. Lollipop-Plot der Trunkierungen in Amer1 in Tumorproben die im Catalog of Somatic Mutations in Cancer 
(COSMIC) in der Version v87(November 2018). Der Lollipop-Plot wurde mit dem Mutation-Mapper von cbioportal.org erstellt. 
Doppelte Proben, sowie gleiche Mutationen unterschiedlichen Tumorgewebes eines Patienten wurden ausgeschlossen. 
Farbkodierung der Proteindomänen von Amer1 wie in Abbildung 5. 
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4. Zielsetzung der Arbeit 
Teil1: 
Die Paraloge Axin1 und Conductin können beide als Gerüstproteine im -Catenin-Abbaukomplex 
binden. Während Axin1 ubiquitär exprimiert wird, ist Conductin ein direktes Zielgen der 
Wnt-Signalkaskade und führt deshalb zu einer negativen Feedback-Hemmung des Signalwegs. 
Trotz hoher Sequenzidentität in den für die Regulation des Wnt-Signalwegs wichtigen Domänen 
wurden bereits funktionelle Unterschiede von Axin1 und Conductin identifiziert. Ein knock-out von 
Axin1 ist embryonal letal. Conductin knock-out Mäuse sind im Gegensatz dazu lebensfähig. In vivo 
führt der Austausch von Axin1 mit Conductin zu phänotypisch unauffälligen Mäusen. Ob jedoch 
Axin1 auch den Verlust von Conductin kompensieren kann ist noch nicht bekannt. Um dies zu 
untersuchen sollte in dieser Arbeit eine konditionelle knock-in Mauslinie generiert werden, in der 
nach loxP-Rekombination Myc-getaggtes Axin1 unter der endogenen Expressionskontrolle des 
Conductin-Genlokus exprimiert wird. Als Kontrollmodell sollte mit der analogen Targetingstrategie 
eine Mauslinie generiert werden, in der anstelle von Myc-Axin1 Myc-Conductin exprimiert wird. 
 
Teil2: 
Amer1  ist ein Tumorsuppressorgen, dass mit verschiedenen Komponenten des Wnt-Signalwegs 
interagiert. Amer1 vermittelt durch direkte Bindung die Translokation des Tumorsuppressors APC 
an die Mikrotubuli. Amer1 ist in 7 bis 10 % der kolorektalen Tumore mutiert. Die Funktion des 
Verlustes von Amer1 in der Darmkrebsentstehung ist noch nicht weitgehend untersucht worden. 
In dieser Arbeit sollten die Auswirkungen von Mutationen in Amer1, auch in Kombination mit 
Tumor-assoziierten Mutationen von APC, mittels loss-of-function bzw. gain-of-function 
Experimenten in mutierten Zelllinien untersucht werden.    
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5. Ergebnisse 
5.1 Erzeugung von Conductin knock-in Mauslinien 
Als Modelle zur Untersuchung funktioneller Unterschiede der Paraloge Axin1 und Conductin in 
vivo, sollten ConductinAxin1knock-in bzw. ConductinConductinknock-in-Mäuse erzeugt werden. Hierbei 
sollten für diese Proteine kodierende Sequenzen so in das Genom integriert werden, dass sie unter 
der endogenen Expressionskontrolle des Genlokus, des als Zielgens des kanonischen 
Wnt/-Catenin-Signalwegs charakterisierten Conductin, exprimiert werden. In so erzeugten 
ConductinAxin1knock-in-Tieren soll Axin1 unter den normalen physiologischen Expressionsmustern 
des Conductin-Genlokus transkribiert werden.  Um Mausmodelle zu generieren, die gewebe- bzw. 
entwicklungsstadienspezifische knock-in Expression ermöglichen, wurde eine loxP-flankierte Stop-
Kassette vor dem sich auf dem Exon 2 befindenden Translationsstart integriert. Erst nach Exzision 
dieser Stopp-Kassette erfolgt die Expression des knock-in Allels. Als Kontroll-Mausmodell sollte 
mit analoger Strategie eine ConductinConductinknock-in-Mauslinie erzeugt werden. 
 
5.1.1 Targeting des Conductin-Genlokus 
In diesem Abschnitt wird die gewählte Targetingstrategie zur Erzeugung des 
„Myc-Axin1 gefloxten“ Allels im Conductin-Genlokus dargestellt. Bei korrekter Integration des 
Targetingvektors in den Conductin-Genlokus wird nach Cre-loxP-vermittelter Deletion nur noch 
Myc-Axin1 und nicht mehr Conductin exprimiert.  Um das „Myc-Axin1-gefloxte“ Allel durch 
homologe Rekombination an die gewünschte genomische Position auf dem Chromosom 11 der 
Maus zu integrieren, wurde ein Targeting-Vektor konstruiert (Abb. 7). Er umfasst einen 5‘ 
gelegenen Homologiearm, welcher die endogenen Sequenzen des Exons 1 und fünf TCF/LEF 
Bindestellen enthält. Dann folgt eine durch loxP-Sequenzen flankierte Kassette, die für Neomycin-
Resistenz kodiert, welche zur Positivselektion von rekombinierten embryonalen Stammzell (ESZ)-
Klonen, genutzt wird. Des Weiteren enthält dieser loxP-flankierte Bereich eine sog. 
Westphal Stop Cassette, die für eine Sequenz kodiert, die die Translationsinitiation nachfolgender 
Sequenzen verhindert (Lakso et al, 1992). Danach folgen die weiteren intronischen genomischen 
Sequenzen des Conductin-Lokus, bis zum Exon 2. Dieser Bereich enthält drei weitere TCF/LEF 
Bindedomänen. Das Exon 2 enthält das Startkodon für die Proteinsynthese und die für die ersten 
270 Aminosäuren des Conductin-Proteins kodierenden Sequenzen. Im Targetingvektor folgt die 
Sequenz des Exons 2 bis zum Startkodon. Der Targetingvektor wurde so konstruiert, dass die für 
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das fünffach wiederholte Myc-Tag kodierende Sequenz mit direkt anschließender, für Axin1 
kodierende cDNA-Sequenz mit nachfolgender Polyadenylierungssequenz, so in den offenen 
Leserahmen des Conductin-Genlokus integriert wird, dass sie direkt an das Startkodon im Exon 2 
anschließt. Danach folgen endogene Sequenzen des zweiten Introns, die als 3‘-Homologiearm für 
die Vermittlung homologer Rekombination genutzt werden. Zuletzt folgen eine für die 
Thymidinkinase des Herpes Simplex Virus kodierende HSV-TK Kassette, die zur Negativselektion 
falsch integrierter ESZ-Klone genutzt wird, sowie ein Ampicillinresistenzgen, das für die Selektion 
bei der Klonierung des Vektors in E. coli genutzt wird. 
 
 
Abb. 7: Targetingstrategie für die gezielte Integration des loxP-neo-Stop-loxP 5xMycAxin1 knock-in Vektors in den murinen 
Conductin Lokus auf dem Chromosom 11. Schematische Darstellung des Maus Conductin-Genlokus, der für die homologe 
Rekombination und Selektion wichtigen Bereiche des Targeting Vektors und des rekombinierten Conductin-Axin1floxed-
Genlokus nach Integration durch homologe Rekombination der Bereiche der 5‘- und 3‘-Homologiearme. Die TCF/LEF-
Bindestellen sind als orangene Vertikale Linien eingezeichnet. LoxP-Sites sind als Dreiecke eingezeichnet. loxP: 
Erkennungssequenz der Cre-Rekombinase; neo = Neomycin-Resistenz-Kassette; STOP = „Westphal Stop Cassette“; 5xMyc 
entspricht einer für ein fünffach-wiederholtes Myc-Proteintag-kodierenden Sequenz; TK =   für Thymidinkinase des Herpes 
Simplex Virus kodierende Sequenz; bla = Ampicillin-Resistenzgen. Alle eingezeichneten Sequenzelemente mit Ausnahme der 
TCF/LEF-Bindestellen, der loxP-Sites, des ATG-Startkodons und des 5xMyc-Tags sind maßstabsgetreu. 
 
5.1.2 Klonierungsstrategie des Targeting-Konstrukts 
Ein DNA-Fragment, welches aus einem 1237 bp umfassenden Teil des 5’ untranslatiertem Bereich 
vor dem Exon 2, dem Exon 2 bis zum Startkodon, einer für ein fünfmal wiederholtes Myc-Tag 
kodierende Sequenz (5xMyc) mit daran anschließender für Axin1 oder Conductin kodierender 
cDNA-Sequenz, gefolgt von einer Polyadenylierungssequenz besteht, wurde durch Gibson 
Assembly Cloning (Gibson et al, 2009) in den pBluescript II SK (+) Vektor kloniert. 
5’- Arm 3’- Arm
EX2EX1
ATG
TCF/LEF-Bindestellen
T1 T2 T3T4T5 T6 T7T8
5’- Arm
STOP Axin1 cDNA
3’- Arm
TK bla
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In weiteren Ansätzen, wurden die Homologiearme kloniert. Der 3’-Arm wurde durch Amplifikation 
von fünf Fragmenten, die aus der DNA eines BAC Klons, der Teile der Nukleotidsequenz des Maus 
Chromosoms 11 beinhaltet mittels PCR generiert. Die fünf Fragmente wurden in 
aufeinanderfolgenden Schritten so in die MCS des pBluescript II SK (+) Vektors integriert, dass 
mittels SalI und FseI Doppelverdau das gesamte 3914 bp umfassende DNA-Fragment isoliert 
werden konnte. Der insgesamt 3970 bp umfassende 5’-Homologiearm wurde ebenfalls durch PCR 
mit obengenannter BAC DNA als Matrize generiert. Drei so amplifizierte Fragmente konnten 
anschließend schrittweise in den pBluescript II SK (+) Vektor ligiert werden. Das generierte 
Plasmid umfasste die gesamte Sequenz des Exon 1 und Teile der Sequenz des ersten Introns, 
welche durch BamH1 und PacI Doppelverdau isoliert werden konnten.  
 
Als Ausgangsplasmid für die finalen Targetingvektorkonstrukte wurde nun der pRapidFlirt Vektor 
(A. Bruehl und A. Waisman, unpubliziert) genutzt. Zunächst wurden mit Hilfe von zuvor in 
pBluescript II SK (+) klonierten Adaptor-DNA-Fragmenten eine zusätzliche PacI bzw. in einem 
zweiten Schritt eine AscI Restriktionsschnittstelle in den pRapidFlirt eingefügt. Der so generiete 
Vektor wurde als pRF2 bezeichnet. Über Doppelverdau mit SalI und PacI wurde zunächst der 3‘-
Arm in den pRF2 Vektor eingesetzt. Danach wurde über BamH1 und Pac1 Doppelverdau der 5’-
Homologiearm in den Vektor eingeführt. Aus dem ROSA26 Stop KI Plasmid wurde die 
loxP-neomycin-WSS-loxP-Kassette durch PacI und AscI Doppelverdau isoliert und mit dem pRF2 
Vektor der ebenfalls, durch Restriktion mit den Enzymen PacI und AscI geöffneten wurde, ligiert. 
Mit Hilfe des so generierten pRF2-5‘3’STOP Vektor konnten nun durch Integration der 
Axin2-Promotor-Myc-cDNA-pA-Fragmente über die SalI und AscI Schnittstellen die beiden 
verschiedenen Targetingvektoren pRF2-Ax2Ki-MycAxin1 und pRF2-Ax2Ki-MycConductin generiert 
werden, die sich nur in der eingebrachten cDNA-Sequenz unterscheiden. Weitere Details der 
Klonierung sind im Anhang schematisch dargestellt. 
 
5.1.3 Integration des Axin1knock-in-Vektors in den Conductin-Lokus zur Erzeugung des 
ConductinAxin1floxed-Lokus 
Für die Erzeugung von Mauslinien mit gerichteten Mutationen im Conductin-Lokus wurden murine 
ESZ der Linie JM8A3 (Pettit et al, 2009) verwendet. Diese männliche Stammzellline wurde aus 
Mäusen des Mausstammes C57BL/6 abgeleitet. Sie können sowohl auf Feeder-Zellen als auch auf 
gelatinebehandelten Platten kultiviert werden. Das Agouti Fellfarben-Gen wurde durch 
zielgerichtete Mutagenese der in Mäusen des C57BL/6 Stammes vorhandene Nonagouti Mutation 
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repariert. Durch diesen dominanten Marker kann der Beitrag der Zelllinie zur Keimbahngängigkeit 
durch das Vorhandensein der Fellfarbe Agouti beurteilt werden. Außerdem können JM8A3-
abgeleitete, chimäre Mäuse direkt mit C57BL/6-Mäusen gekreuzt werden, um auf diese Weise 
bereits in der in der F1-Generation, ohne weitere Rückkreuzungen reinerbige inzüchtige C57BL/6 
Mäuse mit der eingebrachten genetischen Veränderung zu erhalten. 
Es wurden 48 µg des pRF2-Ax2Ki-MycAxin1-Vektorkonstrukts durch Restriktionsverdau mit 
BstT17I linearisiert, mittels kalter Ethanol-Fällung aufgereinigt und die DNA durch Elektroporation 
in ca. 2x107 ESZ der Linie JM8A3 eingebracht. Im Anschluss daran wurden die Zellen wie in 8.11.2 
beschrieben auf Schalen mit Feederzellayer ausgesät, mit Geneticin und Ganciclovir selektioniert 
und am Tag 10 nach der Elektroporation gepickt. Es wurden insgesamt 384 doppelt-resistente 
Klone in Triplikaten isoliert. Jeweils zwei der Triplikatplatten wurden eingefroren. Von den 
weiteren Replikaplatten wurden die ESZ-Klone zum Screening auf Integration des Targeting-
Vektors durch homologe Rekombination verwendet. Hierzu wurden die Zellen bis zu Konfluenz in 
96-Well Platten expandiert, genomische DNA isoliert und mit dem Restriktionsenzym BamH1 über 
Nacht verdaut. Danach erfolgte ein Pre-Screen der Klone durch einen Southern Blot mit der nicht 
im Targetingvektor enthaltenen, 5’-Hybridisierungssonde (nicht gezeigt). Es wurden 13 Klone für 
die genauere Analyse ausgewählt. 
 
Abb. 8: Southern Blot Strategie zum Nachweis des korrekt rekombinierten Conductin-Axin1floxed-Genlokus. Schematische 
Darstellung des wildtypischen murinen Conductin-Genlokus sowie des rekombinierten Conductin-Axin1floxed-Genlokus wie in 
Abbildung 7 gezeigt. Die Position der für die Southern Blot Analysen relevanten Restriktionsschnittstellen BamH1 und Afl2, die 
Position der homologen Bereiche der 5‘- und 3‘-Hybridisierungssonden und die erwarteten Größen der verschiedenen DNA-
Fragmente nach Hybridisierung mit den entsprechenden Sonden sind eingezeichnet. 
 
Die im Pre-Screen ermittelten möglichen Kandidaten wurden aus den eingefrorenen 
Replikaplatten aufgetaut, expandiert und Zellen bei Konfluenz aus dem 6-Well Format erneut 
eingefroren. Diese Klone konnten im Gegensatz zu den 96-Well Replikaplatten, die nur bei -80 °C 
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aufbewahrt werden können, im N2-Tank aufbewahrt werden und somit über einen längeren 
Zeitraum gesichert werden. Hierbei wurden zur Überprüfung der korrekten Integration des 
Targeting-Vektors genomische DNA der ESZ-Klone isoliert und mit den Restriktionsenzymen 
BamH1, für die Analyse mit den Sonden für den 5‘- bzw. 3‘-Homologiearm, oder Afl2 für die 
Analyse mit der internen Neo-Sonde über Nacht verdaut. Nach gelelektrophoretischer 
Auftrennung erfolgten die Analyse der Klone mittels Southern Blot mit den drei verschiedenen 
Sonden (8.12). 
Die homologe Rekombination betrifft i.d.R. nur ein Allel, d.h. dass jeder ESZ-Klon mindestens 
einmal das Wildtyp-Allel des Conductin-Lokus enthält. Für das Wildtyp-Allel wird im Southern Blot, 
sowohl mit der 5‘-Sonde als auch mit der 3‘-Sonde, ein 13536 bp Restriktionsfragment erwartet. 
Bei heterozygot rekombiniertem Lokus werden jeweils zwei unterschiedlich große 
Restriktionsfragmente durch zwei zusätzliche, im Targetingkonstrukt enthaltene, BamH1 
Restriktionsschnittstellen erwartet. Für die 5‘-Sonde wird ein zusätzliches 6513 bp großes Produkt, 
für die 3’-Sonde ein 7118 bp großes Podukt erwartet. Zusätzlich wird eine interne Sonde, mit einer 
für das Neomycin-Resistenzgen komplementären Sequenz verwendet, die nach Afl2 
Restriktionsverdau, bei korrekter Integration des Targetingvektors, ein 7075 bp Produkt zeigt 
(Abb. 8).  
Die Ergebnisse aus den Southern Blot Hybridisierungen von elf ESZ-Klonen sind in Abbildung 9 
dargestellt. Von insgesamt 384 gepickten Klonen konnten fünf homolog rekombinierte Klone 
identifiziert werden, die die korrekten DNA-Fragmentgrößen nach Hybridisierung mit den drei 
unterschiedlichen DNA-Sonden zeigten (C3, E6, G1, G10, H6). Die Rekombinationsfrequenz liegt 
bei 1,3 %.  
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Abb. 9: Nachweis der Integration pRF2 Ax2Ki MycAxin1-Targeting-Vektors in den Conductin-Genlokus in ESZ mittels 
Southern Blot. Hybridisierungen genomischer DNA von Kandidaten für ESZ-Klone mit korrekt integriertem 
pRF2 Ax2Ki MycAxin1-Vektor (A) Hybridisierung genomischer DNA von ESZ-Klonen mit der 5‘-Hybridisierungssonde nach 
BamH1 Verdau. (B) Hybridisierung genomischer DNA von ESZ-Klonen mit der 3‘-Hybridisierungssonde nach BamH1 Verdau. 
(C) Hybridisierung genomischer DNA von ESZ-Klonen mit der Neomycin-Resistenzgen-Hybridisierungssonde nach Afl2 Verdau.  
Wt= Größe der Wildtyp-DNA-Fragmente des Conductin-Genlokus; rek = Größe der DNA-Fragmente bei korrekter 
Rekombiniation des Conductin-Genlokus. Fett gedruckte Klone zeigen die erwarteten Fragmentgrößen bei heterozygotem 
Targeting. 
 
5.1.4 Blastozysteninjektion der homolog rekombinierten ConductinAxin1floxed ESZ-Klone 
Für die Erzeugung der ConductinAxin1floxed-Mauslinie, wurden drei der homolog rekombinierten ESZ-
Klone (C3, H6, E6) für die Blastozysteninjektion verwendet. Hierfür werden wie in 8.11.6 
beschrieben vorbereitete ESZ in murine Blastozysten injiziert und in den Uterus 
scheinschwangerer Swiss/CD1 Ammentiere reimplantiert. Die Blastozysteninjektion wurde von 
PD Dr. Dieter Engelkamp in der Transgenic Mouse Facility der Friedrich-Alexander-Universität 
Erlangen durchgeführt. Mit allen drei verwendeten Klonen konnten chimäre Tiere erzeugt 
werden. Hochchimäre Männchen wurden mit C57BL/6N Weibchen verpaart, hierbei konnte in der 
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F1-Nachkommengeneration von einem chimären Männchen, welches aus Blastozysteninjektionen 
mit dem Klon C3 entstanden ist, Keimbahntransmission nachgewiesen werden. Es konnte somit 
die neue Mauslinie, ConductinAxin1floxed, die reinerbig für den C57BL/6N Mausstammhintergrund 
ist, generiert werden. 
 
5.1.5 Erzeugung von ConductinAxin1knock-in-Mäusen 
Die Tiere der ConductinAxin1floxed-Mauslinie beinhalten das wie in Abbildung 10 („Conductin-
Axin1floxed“) schematisch dargestellte Allel im Conductin-Genlokus. Es konnte bereits gezeigt 
werden, dass die verwendete, von loxP-DNA-Sequenzen flankierte Stopp-Kassette endogene 
transkriptionale Aktivität an Integrationsstellen verhindert (Lakso et al, 1992). Dieser 
Transkriptionsstopp kann in vivo in Mäusen durch Cre-vermittelte Rekombination entfernt 
werden und somit transkriptionale Aktivität wiederhergestellt werden (Lakso et al, 1992; 
Buch et al, 2005). 
 
Abb. 10: Schematische Darstellung des rekombinierten Conductin-Axin1floxed-Genlokus vor und nach Cre-Rekombinase 
vermittelter loxP-Rekombination. (Oben) Schematische Darstellung des rekombinierten Conductin-Axin1floxed-Genlokus wie 
in Abbildung 7 gezeigt.  Conductin-Axin1knock-in zeigt schematisch den Genlokus nach Cre-vermittelter loxP-Rekombination 
des rekombinierten Lokus. Die für die Southern Blot Analysen relevanten BamH1 Restriktionsschnittstellen, die Position des 
homologen Bereichs der 5‘-Hybridisierungssonde und die erwartete Größe des entstehenden DNA-Fragments nach BamH1 
Verdau des loxP-rekombinierten Genlokus sind dargestellt. 
 
Durch die Cre-Rekombinase-vermittelte Entfernung der Stopp-Kassette sollte eine 
ConductinAxin1knock-in-Mauslinie erzeugt werden. Hierfür wurde der EIIa Cre-Mausstamm in die 
ConductinAxin1floxed-Mauslinie eingekreuzt werden. Diese Mäuse sind transgen für das Cre-
Rekombinase-Gen unter der Kontrolle des Adenovirus EIIa Promotors und exprimieren die Cre-
Rekombinase in nahezu allen Geweben bereits im frühen Embryonalstadium (Lakso et al, 1996). 
Nach der Exzision der Stopp-Kassette liegt im 5‘-UTR des Conductin-Genlokus kein 
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transkriptionsinhibierendes Element mehr vor und somit sollte 5xMyc-getaggtes Axin1 nach 
endogenem Expressionsmuster des Conductin-Lokus exprimiert werden. In Abbildung 10 ist der 
Cre-loxP-rekombinierte Genlokus schematisch dargestellt.  
 
Um ConductinAxin1knock-in-Mäuse zu erhalten, wurden heterozygote ConductinAxin1floxed/+-Mäuse mit 
Weibchen die homozygot für das EIIa Cre-Transgen sind, verpaart. Auf diese Weise werden nur 
Nachkommen erhalten, in denen das EIIa Cre-Transgen heterozygot vorliegt. In allen für diese 
Untersuchung verwendeten Tieren konnte das EIIa Cre-Transgen mittels Genotypisierungs-PCR 
nachgewiesen werden.  Das ConductinAxin1floxed-Allel sollte nach Mendel an 50 % der Nachkommen 
vererbt werden, sofern es nicht gekoppelt mit dem EIIa Cre-Transgen vererbt wird. In der 
weiblichen Keimbahn findet EIIa-vermittelte Cre-Rekombinaseaktivität bereits in der 
unbefruchteten Zygote statt (Lakso et al, 1996). Durch maternal vererbte EIIa Cre-Rekombinase 
sollte innerhalb von einer Nachkommengeneration die loxP-Rekombination in nahezu allen 
Geweben vermittelt werden (Heffner et al, 2012) und somit globale knock-in Mäuse erzeugt 
werden. Aus Verpaarungen nach dem oben genannten Schema konnten in zwölf Würfen fünf 
adulte ConductinAxin1floxed/Wt-Mäuse, die zusätzlich heterozygot für das EIIa Cre-Transgen sind 
(Tabelle 1), hervorgebracht werden. Bei insgesamt 56 Tieren entspricht das nur 9 % und weicht 
damit deutlich von der erwarteten Verteilung nach Mendel ab. 
Verpaarung: ConductinAxin1floxed/Wt X  ConductinWt/Wt 
EIIa Cre +/+ 
 alle Nachkommen Cre+/- 
 Axin1floxed/Wt  Wt/Wt 
Anzahl Nachkommen 5  51 
Verteilung 9 %  91 % 
erwartete Verteilung 50 %  50 % 
Tabelle 1: Genotypische Verteilung der adulten Nachkommen aus Verpaarungen von männlichen 
ConductinAxin1floxed/Wt , EIIa Cre-/--Mäusen mit weiblichen ConductinWt/Wt, EIIa Cre+/+-Mäusen 
Um den Conductin-Genlokus adulter Mäuse genetisch zu charakterisieren, wurde genomische 
DNA aus Lebergewebe isoliert und nach Verdau mit dem Restriktionsenzym BamH1 eine Southern 
Blot Analyse mit der 5’-Hybridisierungssonde durchgeführt. Wie in den Analysen der ESZ, wird für 
den Wildtyp-Conductin-Genlokus ein 13536 bp Restriktionsfragment erwartet. Für den 
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rekombinierte und loxP-deletierte Conductin-Axin1knock-in-Lokus wird ein 8544 bp großes 
Fragment erwartet (Abb. 10).  
Es konnte in allen Mäusen das zu erwartende Signal des Wildtyp-Allels bei ca. 13,5 kbp detektiert 
werden. In den für den für Conductin-Genlokus heterozygoten Tieren, die Cre-negativ waren, 
konnte jeweils das Signal des „Axin1floxed“-Allels bei ca. 6,5 kbp nachgewiesen werden. Wie in 
Abbildung 11 in den letzten drei Spuren gezeigt, konnte in den für den Conductin-Genlokus 
heterozygoten Tieren, in welchen zusätzlich das Cre-rekombinase Transgen heterozygot vorliegt, 
ebenfalls nur die 6,5 kbp Bande des Conductin-Axin1floxed-Allels detektiert werden. D.h., das 
Conductin-Axin1knock-in-Allel konnte nicht in adulten Tieren nachgewiesen werden, sodass eine 
Cre-vermittelte Deletion der Stopp-Kassette nicht vorlag 
Abb. 11: Keine loxP-Rekombination in Lebergewebe adulter ConductinAxin1floxed/Wt , EIIa Cre+/--Mäusen. Hybridisierung 
genomischer DNA aus Lebergewebe adulter Mäuse mit der 5‘-Hybridisierungssonde nach BamH1 Verdau.  
Wt= Größe der Wildtyp-DNA-Fragmente des Conductin-Genlokus; floxed = Größe der DNA-Fragmente des rekombinierten 
Conductin-Genlokus 
 
Da wie in Tabelle 1 gezeigt nur eine geringe Anzahl an heterozygoten ConductinAxin1floxed/Wt-Mäusen 
durch die Zucht mit EIIa Cre Weibchen geboren wurden, wurden potentielle ConductinAxin1knock-in-
Tiere im Embryonalstadium analysiert. Die Verpaarungen entsprachen dem Schema zur 
Generierung der adulten ConductinAxin1knock-in-Mäuse.  
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Wie in Tabelle 2 gezeigt, konnten aus insgesamt 11 solcher Verpaarungen 79 Embryonen isoliert 
werden. Es wurden Embryonen im Alter von 12,5 dpc bis 17,5 dpc isoliert und genotypisiert. Die 
genotypische Verteilung des ConductinAxin1floxed-Allels beträgt hier 48 % und entspricht damit, im 
Gegensatz zur Vererbung in den adulten Tieren, nahezu der theoretischen Verteilung nach 
Mendel.  
Verpaarung: ConductinAxin1floxed/Wt X ConductinWt/Wt 
EIIa Cre +/+ 
 alle Nachkommen Cre+/- 
 Axin1floxed/Wt  Wt/Wt 
Anzahl Nachkommen 38  41 
Verteilung 48 %  52 % 
erwartete Verteilung 50 %  50 % 
Tabelle 2: Genotypische Verteilung der untesuchten Nachkommen der Embryonalstadien E12,5 bis E17,5 aus Verpaarungen 
von männlichen ConductinAxin1floxed/Wt, EIIa Cre-/--Mäusen mit weiblichen ConductinWt/Wt, EIIa Cre+/+-Mäusen 
 
Um den Conductin-Genlokus in Mausembryonen genetisch zu charakterisieren, wurde 
genomische DNA für Southern Blot Analysen isoliert und nach Verdau mit dem Restriktionsenzym 
BamH1 eine Southern Blot Analyse mit der 5’-Hybridisierungssonde durchgeführt. In Abbildung 12 
sind die Ergebnisse einer solchen Analyse für sechs Mäuse des Embryonalstadiums 13,5 dpc aus 
einer Plug-Verpaarung gezeigt. In allen für diese Untersuchung verwendeten Tieren konnte das 
EIIa Cre-Transgen in einer Genotypisierungs-PCR nachgewiesen werden. Die ersten drei Spuren, 
mit DNA von Tieren, die homozygot für das Wildtyp-Allel des Conductin-Genlokus sind, zeigen wie 
zu erwarten nur ein Signal bei 13,5 kbp. In den drei weiteren gezeigten Spuren ist genomische 
DNA von Nachkommen, die heterozygot das Conductin-Axin1floxed-Allel vererbt bekamen. Durch 
die Anwesenheit eines ca. 8,5 kbp großen DNA-Fragmentes nach Hybridisierung mit der 
5‘-Hybridisierungssonde in der vierten Spur, konnte in einem Tier, der durch Cre-loxP-vermittelte 
Deletion entstandene Conductin-Axin1knock-in-Lokus nachgewiesen werden. In den beiden 
anderen Axin1-gefloxten Embryonen aus diesem Wurf fand die Cre-loxP-vermittelte Deletion nicht 
statt. Hier liegt nur der nicht loxP-rekombinierte Conductin-Axin1floxed-Genlokus vor. 
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Abb. 12: loxP-Rekombination in embryonalem Gewebe von ConductinAxin1floxed/Wt, EIIa Cre+/--Mäusen. Hybridisierung 
genomischer DNA aus embryonalem Gewebe von Mäusen des Entwicklungsstadiums 13,5 dpc mit der 5‘-Hybridisierungssonde 
nach BamH1 Verdau.  
Wt= Größe der Wildtyp-DNA-Fragmente des Conductin-Genlokus; loxP = erwartete Größe des Hybridisierungsproduktes des 
rekombinierten Allels nach Cre-vermittelter loxP-Deletion; floxed = Größe der DNA-Fragmente des rekombinierten Conductin-
Genlokus 
 
5.1.6 Etablierung der genetischen Charakterisierung des Conductin-Allels durch PCR 
Im Folgenden wurden PCRs etabliert, um das Conductin-Allel zu untersuchender Mäuse eindeutig 
den in Abbildung 7 und Abbildung 10 gezeigten Varianten zuordnen zu können. In Abbildung 13 
sind schematisch die zu genotypisierenden Conductin-Allele zusammen mit verschiedenen 
Primerpaaren sowie den zu erwartenden Produktgrößen dargestellt. Das Wildtyp-Conductin-Allel 
kann durch das Amplifikationsprodukt eines Primerpaars (F5 und R6) nachgewiesen werden. Die 
eingebrachte Axin1-cDNA kann in einer PCR mit dem Primerpaar F11 und R7 nachgewiesen 
werden. In Wildtyp-Mäusen kann bei Verwendung dieser Oligonukleotide kein PCR-Produkt 
nachgewiesen werden. Mittels den loxP5 und loxP6 Primern kann das loxP-rekombinierte Allel 
nachgewiesen werden. Es entsteht ein Amplifikationsprodukt von 412 bp nach Exzision der neo-
Stopp-Kassette. Bei einer PCR mit dem nicht loxP-rekombinierten Conductin-Axin1floxed-Allel 
entsteht theoretisch ein Amplifikationsprodukt von 4187 bp, welches in den Genotypisierung-
PCRs jedoch nicht amplifiziert werden konnte. Es wurden routinemäßig Genotypisierungs-PCRs 
mit den drei genannten Primerpaaren sowie einem Primerpaar zum Nachweis des EIIa Cre-
Rekombinasetransgens mit aus Schwanzbiopsien isolierter genomischer DNA durchgeführt. 
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In Abbildung 13 sind exemplarisch die Ergebnisse der Genotypisierung von drei Mausembryonen 
nach Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte gezeigt. So kann in genomischer DNA aus 
Schwanzbiopsien von homozygot für den Conductin-Genlokus wildtypischen Mäusen kein PCR-
Produkt für die integrierte Axin1-cDNA-Sequenz nachgewiesen werden. In gefloxten Tieren sowie 
in knock-in Tieren entsteht ein 794 bp großes Produkt. In allen drei Tieren kann das Conductin-
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Abb. 13: Nachweis der EIIa Cre-vermittelten loxP-Rekombination in 13,5 Tage alten Conductin-Axin1 Mausembryonen 
mittels PCR. Oben: Schematische Darstellung der Position der verschiedenen Genotypisierungsprimepaare, sowie der zu 
erwartenden PCR-Produktgrößen im Wildtyp-, Axin1floxed- und Axin1knock-in Conductin-Allel. Unten: repräsentative 
Ergebnisse einer Genotypisierungs-PCR mit genomischer DNA von drei Cre-heterozygoten Wurfgeschwistern der 
angegebenen Genotypen nach Agarose-Gelelektrophorese   
Wt= Wildtyp; floxed = Conductin-Axin1floxed-Genlokus; ki = Conductin-Axin1knock-in Genlokus; - = H2O-Kontrolle 
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Wildtyp-Allel nachgewiesen werden. Die verwendeten Tiere tragen alle das EIIa Cre-Transgen. In 
den Ergebnissen der PCR mit den Primern loxp5 und loxp6 wird nur in dem Tier, in dem auch 
mittels Southern Blot Analyse die loxP-Rekombination nachgewiesen werden konnte, das zu 
erwartende DNA-Fragment von ca. 400 bp amplifiziert. Dieses Produkt wird weder in PCRs mit 
genomischer DNA von Wildtyp noch in der von Conductin-Axin1 „gefloxten“ Tieren amplifiziert. 
In keiner der 5 adulten, ConductinAxin1floxed-Mäuse, die aus den in Tabelle 1 gezeigten Verpaarungen 
geboren wurden, konnte der loxP-rekombinierte Genlokus in genomischer DNA aus 
Schwanzbiopsien nachgewiesen werden, obwohl in allen das EIIa Cre-Transgen nachgewiesen 
werden konnte. Im Gegensatz dazu, fand in 36 der 38 untersuchten Embryonen, in denen das 
rekombinierte Allel durch die Anwesenheit der Axin1-cDNA nachgewiesen werden konnte, die 
loxP-vermittelte Deletion der Stopp-Kassette statt. D.h., dass in 95 % aller untersuchten 
heterozygoten ConductinAxin1-Mausembryonen, die maternal das EIIa Cre-Transgen vererbt 
bekommen haben. die loxP-Rekombination stattgefunden hat.  
Um die EIIa Cre-vermittelte Rekombination auf mögliche gewebsspezifische Unterschiede zu 
untersuchen, wurde genomische DNA von 7 Tieren aus einer Schwangerschaft zum Zeitpunkt 15,5 
dpc isoliert. In vier der Embryonen konnte durch PCR mit dem F11-R7 Primerpaar mit aus 
Schwanzbiopsien isolierter genomischer DNA, heterozygot die Axin1-cDNA des Axin1floxed-Allels 
nachgewiesen werden. Drei der Embryonen waren homozygot für das wildtypische 
Conductin-Allel. In allen sieben Tieren konnte das EIIa Cre-Rekombinase Transgen nachgewiesen 
werden (nicht gezeigt).   
Von diesen Tieren wurde zusätzlich genomische DNA aus dem Gehirn, dem Herz, der Leber, dem 
Darm und den Extremitäten isoliert und genotypisiert. Wie in Abbildung 14 gezeigt konnte in allen 
Geweben das EIIa Cre-Rekombinasetransgen nachgewiesen werden. Keines der Tiere zeigte 
loxP-Rekombination in allen untersuchten Geweben. In diesen Untersuchungen konnte jedoch 
detektiert werden, dass in allen heterozygoten ConductinAxinfloxed/Wt-Tieren die loxP-
Rekombination stattgefunden hatte. Das knock-in-Allel konnte z.B. im Lebergewebe aller vier 
heterozygoten Tiere nachgewiesen werden. Somit konnte trotz maternaler Vererbung des EIIa 
Cre-Transgens Mosaizismus für das floxed- bzw. das knock-in-Allel in den untersuchten Mäusen 
festgestellt werden. 
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Abb. 14: Nachweis der EIIa Cre-loxP-vermittelten Deletion in verschiedenen Geweben von Conductin-Axin1 
Mausembryonen am Tag 15,5 der Entwicklung. (A) Ergebnisse von Genotypisierungs-PCRs zum Nachweis des Ella-Cre 
Transgens in den angegebenen Geweben von Conductin-Axin1 bzw. Wildtyp-Mäusen eines Wurfes. (B) Ergebnisse von 
Genotypisierungs-PCRs zum Nachweis der Cre-loxP-vermittelten Deletion in den angegebenen Geweben von Conductin-Axin1 
bzw. Wildtyp-Mäusen eines Wurfes (hier wurde zur besseren Sichtbarkeit der DNA-Banden das Graustufenbild invertiert).
  
+ = Positivkontrolle; - = H2O-Kontrolle 
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5.1.7 Nachweis der Expression von Myc-Axin1 
Da in den vorangegangenen Analysen durch Southern Blot- und Genotypisierungs-PCR-
Untersuchungen eindeutig das knock-in Allel nachgewiesen werden konnte, sollte nun auf 
Proteinebene überprüft werden, ob nach loxP-vermittelter Rekombination Myc-Axin1 exprimiert 
wird. Nach der Exzision befindet sich im Intron 1 noch eine eingefügte loxP-Sequenz. Trotz dieser 
Veränderung des Conductin-Allels liegen die Sequenzen des Promotors, der TCF/LEF-Bindestellen 
und des Introns 1, welche als für die Wnt/-Catenin-abhängige Genexpression des Conductin-
Genlokus verantwortlich beschrieben worden sind (Jho et al, 2002) weiterhin unverändert vor. 
Um das mit dem Myc-Proteintag gekoppelte Axin1-Protein in knock-in Mäusen nachzuweisen 
wurden Proteinlysate aus dem Kopfbereich von Mausembryonen verschiedenen Alters angefertigt 
und mittels Western Blot analysiert. So konnte die Proteinexpression von Myc-Axin1 in 
knock-in Mäusen zu den Zeitpunkten 12,5 dpc, 13,5 dpc und 14,5 dpc nachgewiesen werden. In 
Abbildung 15A ist bei drei von vier genotypischen ConductinAxin1knock-in/Wt –Mäusen bereits nach 
kurzer Detektionszeit ein sehr starkes Signal mit einem anti-Myc Antikörper zu detektieren. Bei 
längerer Detektionszeit konnte auch im vierten ConductinAxin1knock-in/Wt –Lysat eine Bande für das 
Myc-getaggte Protein detektiert werden. Mit einem gegen Axin1 gerichteten Antikörper konnte 
in allen Lysaten das endogen exprimierte Axin1 detektiert werden. In den Lysaten aus knock-in 
Tieren vom Tag 12,5 der Entwicklung wird zusätzlich das Myc-getaggte Axin1-Protein, das eine ca. 
5 kDa größere Masse aufgrund des Protein-Tags besitzt, detektiert werden. Allerdings war die 
Intensität dieser Bande deulich schwächer als die des endogenen Axin1. In Embryonen der 
Entwicklungsstadien 13,5 und 14,5 dpc, konnte in knock-in Tieren ebenfalls das Myc-getaggte 
Axin1-Protein detektiert werden (Abb. 15B und C). Im Gegensatz dazu kann in den Lysaten aus den 
beiden ConductinAxin1floxed-Mauseembryonen in denen im Southern Blot keine loxP-Rekombination 
nachgewiesen werden konnte, auch kein Myc-Axin1-Protein detektiert werden.   
Auf diese Weise konnte in ConductinAxin1knock-in/Wt-Mäusen zu diesen Zeitpunkten der 
Embryonalentwicklung die Proteinexpression von Myc-Axin1 unter der Kontrolle des Conductin-
Genlokus gezeigt werden.  
In Proteinlysaten aus Gewebe von 15,5 Tage alten ConductinAxin1knock-in/Wt-Mausembryonen konnte 
das Myc-Axin1-Protein nicht mehr nachgewiesen werden (Abb. 15D).  
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Abb. 15: Proteinexpression von Myc-Axin1 in Conductin-Axin1 Embryonen nach Cre-vermittelter loxP-Rekombination 
Western Blot Analyse von Myc-Tag und Axin1 in embryonalem Gewebe von ConductinWt/Wt, ConductinAxin1knock-in/Wt bzw. 
ConductinAxin1floxed/Wt -Mäusen zu den Zeitpunkten: (A) 12,5 dpc , (B) 13,5 dpc, (C) 14,5 dpc und (D) 15,5 dpc. 
-Aktin bzw. -Tubulin dienen als Ladekontrolle. „*“ zeigt überexponierten Blot zur Detektion von Myc-getaggtem Protein 
einem der ConductinAxin1knock-in/Wt –Tiere. Wt = Wildtyp, ki = Conductin-Axin1knock-in, floxed = Conductin-Axin1floxed 
 
5.1.8 Phänotypische Analyse von ConductinAxin1knock-in/Wt-Embryonen 
Nach Dissektion der Embryonen, wurden diese makroskopisch auf morphologische Auffälligkeiten 
untersucht. In keinem der untersuchten Embryonalstadien, konnten offensichtliche, deutlich 
makroskopisch sichtbare morphologische Unterschiede zwischen ConductinWt/Wt- und 
ConductinAxin1knock-in/Wt-Mäusen festgestellt werden. Auch Größe, Lage und Gewicht der inneren 
Organe zeigten 15,5 dpc und 17,5 dpc keine Unterschiede auf. 
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Abb. 16: ConductinAxin1knock-in/Wt – Embryonen zeigen keine makroskopischen Auffälligkeiten im Vergleich zu 
ConductinWt/Wt – Wurfgeschwistern von Tag 12,5 bis 15,5 dpc. Whole-Mount Bilder von ConductinWt/Wt- und 
ConductinAxin1knock-in/Wt –Mäusembryonen der Entwicklungsstadien 12,5 dpc, 13,5 dpc, 14,5 dpc und 15,5 dpc 
direkt nach der Dissektion aus dem Uterus. Der Maßstabsbalken entspricht 1 cm. 
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5.1.9 Integration des Myc-Conductin-knock-in Vektors in den Conductin-Lokus zur Erzeugung 
des ConductinConductinfloxed-Lokus 
Um mögliche phänotypische Veränderungen in den generierten Mäusen auszuschließen, die 
aufgrund der im Rahmen der angewandten knock-in Strategie durchgeführten Modifikation des 
Conductin-Genlokus hervorgerufen werden könnten, sollte als Kontroll-Modell eine Mauslinie 
erzeugt werden, in der Myc-getaggte Conductin cDNA in den Conductin-Lokus analog zu dem in 
5.1.1 beschriebenem Modell integriert wurde (ConductinConductinfloxed). Diese Mäuse sollten, nach 
globaler Cre-vermittelter loxP-Rekombination, bei Myc-Conductin-Expression unter der 
Expressionskontrolle des Conductin-Genlokus, phänotypisch normal sein. 
 
 
Abb. 1: Southern Blot Strategie zum Nachweis des korrekt rekombinierten des Conductin-Conductinfloxed-Genlokus. 
Schematische Darstellung des wildtypischen murinen Conductin-Genlokus sowie des rekombinierten 
Conductin-Conductinfloxed-Genlokus. Die Position der für die Southern Blot Analysen relevanten Restriktionsschnittstellen 
BamH1 und Afl2, die Position der homologen Bereiche der 5‘- und 3‘-Hybridisierungssonden und die erwarteten Größen der 
verschiedenen DNA-Fragmente nach Hybridisierung mit den entsprechenden Sonden sind eingezeichnet. 
Für die Erzeugung der ConductinConductinfloxed-Mauslinie wurde das PRF2-5‘3’STOP-MycConductin 
Vektorkonstrukt wie in 5.1.3 linearisiert, aufgereinigt und durch Elektroporation in ca. 2x107 ESZ 
der Linie JM8A3 eingebracht. Im Anschluss daran wurden die Zellen auf Schalen mit Feederzellayer 
ausgesät, selektioniert und am Tag 10 nach der Elektroporation gepickt. Es wurden insgesamt 384 
doppelt-resistente Klone in Triplikaten isoliert. Jeweils zwei der Triplikatplatten wurden 
eingefroren. Von den weiteren Replikaplatten wurden die ESZ-Klone zum Screening auf 
Integration des Targeting-Vektors durch homologe Rekombination verwendet. Hierzu wurden die 
Zellen bis zu Konfluenz in 96-Well Platten expandiert, genomische DNA isoliert und mit dem 
Restriktionsenzym BamH1 über Nacht verdaut. Danach erfolgte ein Pre-Screen mittels der 5’Sonde 
(nicht gezeigt). Es wurden 6 Klone für die genauere Analyse ausgewählt.  
Aus den im Pre-Screen ermittelten möglichen Kandidaten wurde zur Überprüfung der korrekten 
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Integration des Targeting-Vektors erneut genomische DNA isoliert. Die DNA wurde entweder mit 
BamH1, für die Analyse mit den Hybridisierungssonden für den 5‘- bzw. 3‘-Homologiearm, oder 
mit Afl2, für die Analyse mit der internen Neo-Hybridisierungsonde, über Nacht verdaut. Es 
erfolgte eine Analyse der ESZ-Klone mittels Southern Blot (8.12). 
Die homologe Rekombination betrifft i.d.R. nur ein Allel, d.h. dass jeder ESZ-Klon mindestens ein 
Wildtyp-Allel des Conductin-Lokus enthält. Für das Wildtyp-Allel wird im Sothern Blot Screening 
nach Hybridisierung sowohl mit der 5‘-Sonde als auch mit der 3‘-Sonde ein 13536 bp 
Restriktionsfragment erwartet. Bei heterozygot rekombiniertem Lokus werden jeweils zwei 
unterschiedlich große Restriktionsfragmente durch zwei zusätzliche, im Targetingkonstrukt 
enthaltene, BamH1 Restriktionsschnittstellen erwartet. Für die 5‘-Sonde wird ein zusätzliches 
6513 bp großes Produkt, für die 3’-Sonde ein 5705 bp großes Podukt erwartet. Zusätzlich wird eine 
interne Sonde, mit einer für das Neomycin-Resistenzgen komplementären Sequenz verwendet, 
die nach Afl2 Restriktionsverdau, bei korrekter Integration des Targetingvektors, ein 7075 bp 
Produkt zeigt (Abb. 17).  
Die Ergebnisse aus den Southern Blot Hybridisierungen von 6 ESZ-Klonen sind in Abbildung 18 
dargestellt. Von insgesamt 384 Klonen konnten zwei homolog rekombinierte Klone identifiziert 
werden, die die korrekten DNA-Fragmentgrößen nach Hybridisierung mit den drei 
unterschiedlichen DNA-Sonden zeigten (H4, B10). Die Rekombinationsfrequenz liegt bei 0,5 %.  
 
5.1.10 Blastozysteninjektion der homolog rekombinierten ConductinConductinfloxed ESZ-Klone 
Für die Erzeugung einer ConductinConductinfloxed-Mauslinie, wurden die beiden homolog 
rekombinierten ESZ-Klone (H4, B10) für die Blastozysteninjektion verwendet. Hierfür werden wie 
in beschrieben vorbereitete ESZ in murine Blastozysten injiziert und in den Uterus 
scheinschwangerer Swiss/CD1 Ammentiere reimplantiert. Die Blastozysteninjektion wurde von PD 
Dr. Dieter Engelkamp in der Transgenic Mouse Facility der Friedrich-Alexander-Universität 
Erlangen durchgeführt. Mit allen beiden verwendeten Klonen konnten chimäre Tiere erzeugt 
werden. Hochchimäre Männchen (>90 %) wurden mit C57BL/6N Weibchen verpaart. Von 
insgesamt 13 chimären Männchen konnte nur in den Verpaarungen mit drei verschiedenen 
Männchen Nachkommen geboren werden. In keinem der insgesamt 30 Nachkommen konnte 
Keimbahntransmission in der F1-Nachkommengeneration nachgewiesen werden. 
Keimbahntransmission in der F1-Nachkommengeneration nachgewiesen werden.  
  5. Ergebnisse 
 
47 
 
 
In einer weiteren Elektroporation des pRF2-Ax2Ki-MycConductin Vektors in JM8A3 Zellen, die wie 
in Abschnitt 5.1.3 durchgeführt wurde, konnte ein weiterer heterozygot rekombinierter ESZ-Klon 
generiert werden (Daten nicht gezeigt), der zur Erzeugung der ConductinConductinfloxed-Mauslinie 
verwendet werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Blastozysteninjektion nicht mehr 
durchgeführt werden. 
 
Abb. 2: Nachweis der Integration des ConductinConductinfloxed-Targeting-Vektors in den Conductin-Genlokus in ESZ mittels 
Southern Blot. Hybridisierungen genomischer DNA von Kandidaten für ESZ-Klone mit korrekt integriertem 
pRF2-Ax2Ki-MycConductin-Vektor. (A) Hybridisierung genomischer DNA von ESZ-Klonen mit der 5‘-Hybridisierungssonde nach 
BamH1 Verdau. (B) Hybridisierung genomischer DNA von ESZ-Klonen mit der 3‘-Hybridisierungssonde nach BamH1 Verdau. 
(C) Hybridisierung genomischer DNA von ESZ-Klonen mit der Neomycin-Resistenzgen-Hybridisierungssonde nach Afl2 Verdau.  
Wt= Größe der Wildtyp-DNA-Fragmente des Conductin-Genlokus; rek = Größe der DNA-Fragmente bei korrekter 
Rekombiniation des Conductin-Genlokus. Fett gedruckte Klone zeigen in allen drei Hybridisierungen die erwarteten 
Fragmentgrößen bei heterozygotem Targeting. 
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5.2 Untersuchung der Auswirkungen von Mutationen der -Catenin-Abbaukomplex-
assoziierten Tumorsuppressorgene Amer1 und APC auf Zelllinien  
Mutationen im Amer1-Gen wurden in verschiedenen Studien in 7 bis 10 % der untersuchten 
kolorektalen Karzinome detektiert (Rashid et al, 2015; Sanz-Pamplona et al, 2015; TGCAN, 2012). 
Mutation des APC-Gens und die damit einhergehende Aktivierung des Wnt-Signalwegs stellen den 
initialen Schritt der Karzinogenese in kolorektalen Karzinomen dar (Fearon und Vogelstein, 1990). 
In mehr als 80 % der kolorektalen Karzinome liegen Mutationen im APC-Gen vor (TCGAN, 2012). 
Amer1 interagiert direkt mit APC (Grohmann et al, 2007; Zhang und Akyildiz et al, 2015) und 
reguliert seine Translokation an die Plasmamembran (Tanneberger et al, 2011a). Die Funktionen 
von Amer1 Mutationen in der Darmkrebsentstehung sind weitestgehend noch nicht bekannt. Im 
folgenden Abschnitt sollen die Auswirkungen des Verlustes von Amer1 und APC in Zelllinien 
beschrieben werden. Er umfasst die Etablierung verschiedener loss-of-function- und 
gain-of-function-Zelllinien und ihre funktionelle Charakterisierung hinsichtlich des Wnt/-Catenin-
Signalwegs.  
 
5.2.1 Transienter Amer1 knockdown erhöht die -Catenin-abhängige Transkription in 
pBAR/Renilla HEK 293T Zellen 
Ein Großteil der funktionellen Untersuchungen von Amer1 beruhen auf Ergebnissen von 
transienten Überexpressions- bzw. knockdown-Experimenten. So konnte gezeigt werden, dass 
siRNA-vermittelter knockdown von Amer1 die -Catenin-abhängige Reportergenaktivität 
beeinflusst (Major et al, 2007; Tanneberger et al, 2011a). In transienten Reporterassays mit 
pBAR/Renilla HEK 293T Zellen konnten diese bereits publizierten Ergebnisse hinsichtlich der 
Wnt/-Catenin-abhängigen Reporteraktivität bestätigt werden. Wie in Abbildung 19A gezeigt, 
führt der siRNA vermittelte knockdown von Amer1, wie auch knockdown des 
Abbaukomplexproteins Axin1, nach Stimulation mit Wnt3A-konditioniertem Medium zu einer 
signifikant erhöhten -Catenin-abhängigen Luciferasegen-Aktivität im Vergleich zu den mit siRNA 
gegen GFP transfizierten Kontrollansätzen. Wie in Abbildung 19B gezeigt, führt der knockdown 
von Amer1 in Wnt3A-stimulierten Zellen zur Erhöhung der Menge an zytoplasmatischem 
-Catenin. Auch der knockdown des Tumorsuppressors und negativen Regulators des Wnt-
Signalwegs APC kann in Wnt3A-stimulierten Zellen die Menge an zytoplasmatischem Protein 
zusätzlich erhöhen.  
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Abb. 19: Transienter knockdown von Amer1 erhöht die -Catenin-abhängige Reporteraktivität in pBAR/Renilla HEK 293T 
Zellen. (A) Vergleich der relativen Luciferase-Aktivität in pBAR/Renilla HEK 293T Zellen ohne (-) und mit Wnt3A-Stimulation 
nach Transfektion der angegebenen siRNAs.  Die Messung wurde 48 h nach der Transfektion durchgeführt.  
Die y-Achse stellt die relative Aktivierung aus den Firefly-Luciferasewerten, normalisiert auf  Renilla-Luciferase der jeweiligen 
Zellysate dar. Die Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler des arithmetischen Mittels. „n“ ist gleich der Anzahl der 
unabhängigen Experimente. Statistische Signifikanz wurde mittels eines ungepaarten, zweiseitigen T-Tests ermittelt. „*“ 
beschreibt einen Signifikanzwert (p-Wert) < 0,05. (B) Western Blot Analyse von Amer1 und -Catenin in pBAR/Renilla HEK 
293T Zellen ohne (-) und mit Wnt3A-Stimulation 48 h nach Transfektion der angegebenen siRNAs.-Tubulin dient als 
Proteinladekontrolle. 
 
5.2.2 pBAR/Renilla HEK 293T Zellen mit N-terminal verkürztem Amer1 
Um die Auswirkungen des Verlustes von Amer1 zu untersuchen wurden humane Zellen, die nur 
noch N-terminal verkürztes Amer1 exprimieren, erzeugt. Hierfür wurde eine single-guide RNA 
(sgRNA)-Sequenz für den kodierenden Bereich des humanen Amer1-Gens aus der GeCKOv2 
Human Library (Library A) (http://genome-engineering.org/gecko/?page_id=15; Zhang et al, 2014) 
ausgewählt. Die sgRNA-Sequenz wurde, wie in Methode 8.4 beschrieben in den pX458-Vektor 
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ligiert. Durch Transfektion des auf diese Weise klonierten Vektors pX458_sgAmer1LibA1 wurden 
genomische Mutationen in den Amer1-Genlokus eingefügt. 
Nach wie in Methode 8.1.4 beschriebener Transfektion des pX458_sgAmer1LibA1-Plasmids und 
anschließender Einzellzellisolation, konnten insgesamt 96 pBAR/Renilla HEK 293T Zellklone mittels 
Western Blot gescreent werden. In 3 Klonen konnte kein full-length Amer1-Protein mehr 
detektiert werden. Diese Klone wurden wie in 8.1.5 beschrieben auf ihre Genommutationen 
überprüft. Genomische Veränderungen in diesen im folgenden „knock-out“-Klone genannten 
Zellen, fanden immer 2-3 bp entfernt in 5′-Richtung der gewählten Protospacer adjacent motif 
(PAM)-Sequenz statt. Die gewählte PAM-Sequenz im humanen Amer1-Gen entspricht der für 
Aminosäure 177 des Amer1-Proteins kodierenden Sequenz. Es konnte in allen untersuchten 
Klonen Frameshift-Mutationen nachgewiesen werden, die zu einem vorzeitigen Stoppkodon im 
offenen Leserahmen (ORF) und damit zu einer Verkürzung des Proteins innerhalb der 
Membranlokalisationsdomäne führten (Abb. 20A). Als Kontrollen wurden Einzelzellklone 
verwendet, die weiterhin Amer1 exprimieren.   
In den Amer1 KO-Klonen konnte kein Amer1-Protein mehr nachgewiesen werden. Der Verlust von 
Amer1 hatte in den untersuchten Klonen keinen statistisch relevanten Einfluss auf die Menge an 
zytoplasmatischem -Catenin-Protein (Abb. 20B). Auch nach Stimulation mit Wnt3A-
konditionertem Medium zeigte sich kein statistisch relevanter Unterschied der -Catenin-
Proteinmenge zwischen wildtypischen Kontroll-Zellen und Amer1 KO-Zellen (Abb. 20B). 
Aktivierung des Wnt-Signalwegs mit Wnt3A-konditioniertem Medium die Menge an 
zytoplasmatischem -Catenin erhöht werden. Die -Catenin-abhängige-Reporteraktivität war in 
den Amer1 KO-Zellen 30fach höher als in wildtypischen Kontrollen (Abb. 20C). Im Wnt3A-
stimulierten Zustand, war die Reportergenaktivität von Amer1 KO-Zellen, im Vergleich zu 
weiterhin Amer1 exprimierenden Wildtyp-Zellklonen, bis zu 550fach erhöht (Abb. 20D). 
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Abb. 20: CRISPR/Cas9 generierte pBAR/Renilla HEK 293T Amer1 KO-Zellen zeigen starke Aktivierung der -Catenin-
abhängigen Luciferase-Aktivität.  
(A) Schematische Darstellung des Amer1-Proteins. Der ausgegraute Bereich wird aufgrund eingefügter Mutationen, die zu 
einem Stoppkodon in dem für die in rot markierte Membranlokalisationsdomäne kodierenden Bereich führen, in den 
Amer1 KO-Klonen nicht mehr translatiert. (B) Western Blot Analyse von Amer1 und -Catenin in Wildtyp (Wt) und 
Amer1 KO pBAR/Renilla HEK 293T Zelleklonen mit (+) und  ohne (-) Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs durch 
Wnt3A-konditioniertes Medium. -Tubulin dient als Proteinladekontrolle. (C) Zusammengefasste pBAR Reporterassays in 
jeweils drei pBAR/Renilla HEK 293T Amer1 KO-Klonen im Vergleich zu Wildtyp (Wt) – pBAR/Renilla HEK 293T Zellklonen im 
nicht-stimulierten Zustand. (D) Zusammengefasste pBAR Reporterassays in jeweils drei pBAR/Renilla HEK 293T Amer1 KO-
Klonen im Vergleich zu Wildtyp (Wt) – pBAR/Renilla HEK 293T Zellklonen nach Stimulation mit Wnt3A-konditioniertem 
Medium.  
Die y-Achse stellt die relative Aktivierung aus den pBAR-Werten, normalisiert auf Bradford-Messwerte der jeweiligen 
Zellysate dar (in den Generierten pBAR/Renilla Amer1-KO und -Kontroll Zellklonen konnte keine Renilla-Luciferase-Aktivität 
mehr nachgewiesen werden). Die Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler des arithmetischen Mittels. „n“ ist gleich 
der Anzahl der unabhängigen Experimente. Statistische Signifikanz wurde mittels eines ungepaarten, zweiseitigen T-Tests 
ermittelt. „**“ beschreibt einen Signifikanzwert (p-Wert) < 0,01. „***“ beschreibt einen Signifikanzwert (p-Wert) < 0,001. 
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5.2.3 pBAR/Renilla HEK 293T Amer1 KO-Zellen mit induzierbarer full-length Amer1 Expression  
Um zu überprüfen, ob die Aktivierung des Wnt-Signalwegs in den pBAR/Renilla Amer1 KO-Zellen 
auf den Verlust der Expression von full-length Amer1 zurückzuführen ist, sollte durch Reexpression 
von Amer1 ein Rescue der -Catenin-abhängigen Reportergenaktivität erzielt werden. Dafür 
wurden Amer1 KO-Zellen stabil mit dem pWHE469FlagAmer1-Plasmid transfiziert, um Zellen zu 
generieren, die nach Behandlung mit Doxycyclin Flag-getaggtes full-length Amer1 exprimieren. 
Nach der Transfektion wurden durch Limiting Dillutions Einzelzellklone generiert. Als Kontrollklone 
für die im Folgenden gezeigten Versuche dienten Zellen aus den gleichen Transfektionsansätzen, 
die nach Induktion mit Doxycyclin kein Flag-Amer1 exprimieren. In initialen Screens mittels 
Western Blot konnten 14 h nach Doxycyclinbehandlung Klone identifiziert werden, die GFP und 
Flag-getaggtes full-length Amer1 exprimieren. Diese Zellen werden in dieser Arbeit als „Flag-
Amer1 Rescue“-Zellen bezeichnet. In Immunfluoreszenzfärbungen mit gegen das Flag-Tag 
gerichtetem Antikörper, konnten Klone identifiziert werden, in denen nach Induktion mit 
Doxycyclin zunächst ca. 80 % der Zellpopulation Flag-getaggtes Protein exprimieren. Drei Passagen 
später war die Zellpopulation der induzierbaren Zellen in diesen Klonen erheblich reduziert, sodass 
nur noch vereinzelte GFP bzw. Flag-Amer1 positive Zellen pro Klon nach Doxycyclinbehandlung 
vorhanden waren (Daten nicht gezeigt). Durch Subklonierung wurden Zellen mit hoher 
Homogenität angereichert und innerhalb der ersten Passagen dieser Zellen die im Folgenden 
gezeigten Versuche durchgeführt. In Abbildung 21 sind exemplarisch die Ergebnisse aus einem 
Western Blot Experiment mit zwei der Flag-Amer1 induzierbaren pBAR/Renilla Amer1 KO 
Subklone gezeigt. In den induzierbaren Klonen zeigt sich nur nach Doxycyclinbehandlung eine 
große Menge Flag-getaggtes Amer1-Protein (Abb. 21A). Die Flag-Amer1-Proteinmenge in diesen 
Zellen übersteigt deutlich die Menge an endogenem Amer1 in parentalen pBAR/Renilla HEK 293T 
Zellen (Abb. 21A). In Proteinlysaten von Amer1 KO-Zellen konnte mehr endogenes -Catenin als 
in Rescue-Zellen detektiert werden (Abb. 21A). Eine durch zusätzliche Doxycyclinbehandlung 
induzierte Expression von Amer1 zeigt jedoch keinen Einfluss auf die Menge an -Catenin in den 
verschiedenen untersuchten Klonen (Abb. 21A). 
In pBAR Reporterassays zeigten sowohl Amer1 KO-, als auch Flag-Amer1 Rescue-Klone eine 
signifikante Erhöhung der relativen -Catenin-abhängigen Luciferase-Aktivität nach Stimulation 
mit Wnt3A-konditioniertem Medium (Abb. 21B und C). In Flag-Amer1 Rescue-Zellen konnte durch 
Stimulation mit Wnt3A-konditioniertem Medium, die relative Luciferase-Aktivität sowohl in nicht- 
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Abb. 21: Doxycyclin-induzierte Flag-Amer1 Expression führt in stabil transfizierten pBAR/Renilla HEK 293T Amer1 KO-
Zellen nicht zur Reduktion der  -Catenin-abhängigen Luciferase-Aktivität. (A) Western Blot Analyse von Amer1, Flag-Tag 
und -Catenin aus Wildtyp -, Amer1 KO- und stabil Flag-Amer1 transfizierten Amer1 KO pBAR/Renilla HEK 293T Zellklonen 
ohne (-) und mit (+) Doxycyclinbehandlung. -Tubulin dient als Proteinladekontrolle.  „*“ zeigt überexponierten Blot zur 
Detektion von endogenem Amer1 in Wildtyp pBAR/Renilla HEK 293T Zellen. (B) und (C) Zusammengefasste pBAR 
Reporterassays in jeweils zwei pBAR/Renilla HEK 293T Amer1 KO- und stabil transfizierten Flag-Amer1 pBAR/Renilla HEK 
293T Amer1 KO-Zellklonen. (B) Vergleich der relativen Luciferase-Aktivität von pBAR HEK 293T Amer1 KO-Zellen mit und 
ohne Doxycyclinbehandlung jeweils mit Kontroll- oder Wnt3A-konditioniertem Medium stimuliert. (C) Vergleich der 
relativen Luciferase-Aktivität von stabil transfizierten Flag-Amer1 pBAR/Renilla HEK 293T Amer1 KO-Zellen mit und ohne 
Doxycyclinbehandlung jeweils mit Kontroll-oder Wnt3A-konditioniertem Medium stimuliert. In (B) und (C) stellt die y-Achse 
die relative Aktivierung aus den pBAR-Werten, normalisiert auf Bradford-Messwerte der jeweiligen Zellysate dar (in den 
Generierten pBAR/Renilla Amer1-KO und stabil transfizierten Flag-Amer1 Zellklonen konnte keine Renilla-Luciferase-
Aktivität mehr nachgewiesen werden).   
Die Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler des arithmetischen Mittels. „n“ ist gleich der Anzahl der unabhängigen 
Experimente. 
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induzierten Zellen, als auch nach Induktion der Expression von Flag-Amer1 durch 
Doxycyclinbehandlung, jeweils ca. 70-fach erhöht werden (Abb. 21C). In den Amer1 Rescue-Zellen 
bewirkte die Doxycyclin-induzierte Überexpression von Flag-Amer1 keinen Rückgang der relativen 
Luciferase-Aktivität (Abb. 21C), auch nach Stimulation mit Wnt3A-konditioniertem Medium blieb 
in diesen Zellklonen die relative Luciferase-Aktivität nach Doxycyclin-induzierter Flag-Amer1 
Expression nahezu unverändert (Abb. 21C). Dies spricht dafür, dass die in Abbildung 20 
beobachtete Steigerung der Luciferase-Aktivität in den generierten pBAR/Renilla HEK 293T Amer1 
KO-Zellen nicht auf den Verlust der Expression von full-length Amer1 zurückzuführen ist.   
Zusammengefasst sprechen die Ergebnisse dieses Abschnitts dafür, dass in den erzeugten 
pBAR/Renilla HEK 293T Zellen klonale, nicht die Amer1-Expression betreffende, Unterschiede die 
Aktivierung des in dieser Zelllinie stabil integrierten -Catenin-abhängigen Reportergens 
verursacht haben könnten. 
 
5.2.4 HEK 293T Zellen mit N-terminal verkürztem Amer1 
HEK 293T Zellklone mit N-terminal verkürztem Amer1 wurden analog zu den in Abschnitt 5.2.2 
beschriebenen Klonen generiert. Insgesamt wurden 72 HEK 293T Zellklone mittels Western Blot 
gescreent. In 5 Klonen konnte kein full-length Amer1-Protein mehr detektiert werden. Diese Klone 
wurden wie in 8.1.5 beschrieben auf ihre Genommutationen überprüft. Genomische 
Veränderungen in diesen im folgenden „knock-out“-Klone genannten Zellen, fanden immer 2-3 bp 
entfernt in 5′-Richtung der gewählten PAM-Sequenz statt. Es konnte in allen untersuchten Klonen 
Frameshift-Mutationen nachgewiesen werden, die zu einem vorzeitigen Stoppkodon im offenen 
Leserahmen (ORF) und damit zu einer Trunkierung des Proteins innerhalb der 
Membranlokalisationsdomäne führten (Abb. 22A). Als Kontrollen wurden Einzelzellklone 
verwendet, die weiterhin Amer1 exprimieren (Abb. 22B „Wt Kontrolle“).  
Das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit von Amer1-Protein zeigte in den untersuchten HEK 
293T Klonen keinen Einfluss auf die -Catenin-Proteinmenge. Sowohl in Kontroll-Zellen, als auch 
in Amer1 KO-Zellen, konnte durch Aktivierung des Wnt-Signalwegs mit Wnt3A-konditioniertem 
Medium die Menge an zytoplasmatischem -Catenin erhöht werden. Auch nach dieser 
Aktivierung konnte kein statistisch relevanter Unterschied in der -Catenin-Proteinmenge 
zwischen Kontroll- und KO-Zellen festgestellt werden (Abb. 22B). 
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Um Auswirkungen des Verlusts von Amer1 auf den Wnt-Signalweg in diesen Zellen weiter zu 
untersuchen, wurden -Catenin-abhängige Reporterassays durchgeführt (Abb. 23). In den 
untersuchten Kontroll- bzw. KO-Klonen konnte die Aktivität des Luciferase-Reportergens durch 
Stimulation mit Wnt3A-konditioniertem Medium erhöht werden. Der Verlust des Amer1-Proteins 
führte in diesen Assays zu keiner statistisch relevanten Veränderung der Reporteraktivität im 
nicht-stimulierten Zustand.  Es gab klonale Unterschiede der Luciferase-Reportergenaktivität 
innerhalb der untersuchten Kontroll- bzw. der Amer1 KO-Zellklone (Abb. 23A). Auch nach 
Aktivierung des Wnt-Signalwegs zeigten sich keine statistisch relevanten Unterschiede in der 
relativen Luciferase-Aktivität von Wildtyp- und Amer1 KO-Zellklonen, auch wenn es 
Schwankungen zwischen den Kontroll- bzw. Amer1 KO-Klonen gab, die aber in Kontrollen und in 
Amer1 KO-Klonen ähnlich waren. 
Abb. 22: CRISPR/Cas9 generierte HEK 293T Amer1 KO-Zellen (A) Schematische Darstellung des Amer1-Proteins. Der 
ausgegraute Bereich wird aufgrund eingefügter Mutationen, die zu einem Stoppkodon in dem für die in rot markierte 
Membranlokalisationsdomäne kodierenden Bereich führen, in den Amer1 KO-Klonen nicht mehr translatiert. (B) 
Western Blot Analyse von Amer1 und -Catenin in HEK 293T  Wildtyp- (Wt) und Amer1 KO-Zellklonen mit (+) und  
ohne (-) Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs durch Wnt3A-konditioniertes Medium. -Tubulin dient als 
Proteinladekontrolle. 
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Zusammengefasst zeigten sich weder im unstimulierten Zustand, noch nach Wnt3A-Stimulation, 
statistisch relevante Unterschiede der Wnt-Signalwegsaktivität zwischen HEK 293T Wildtyp-
Kontrollen und Amer1 KO-Klonen. Dies wurde durch Analyse der zytoplasmatischen -Catenin-
Proteinmenge sowie der relativen Luciferase-Aktivität in -Catenin-abhängigen Reporterassays 
gezeigt. 
 
5.2.4.1 Amer2 kompensiert nicht für den Verlust von Amer1 in HEK 293T Zellen 
Amer1 und Amer2 weisen eine hohe Sequenzhomologie auf (Boutet et al, 2010; Grohmann et al, 
2007). Amer1 und Amer2 rekrutieren APC an die Plasmamembran und sind beide als negative 
Repressoren im des Wnt-Signalwegs gezeigt worden (Grohmann et al, 2007; Pfister et al, 2012a). 
Ein diskutierter Mechanismus, über den phänotypische Unterschiede zwischen knockdown und 
knock-out erklärt werden können, ist genetische Kompensation (El-Brolosy und Stainier, 2017). 
Um zu untersuchen, ob Amer2 für die Auswirkungen des Verlustes von Amer1 auf die Wnt-
Signalwegsaktivität kompensiert, wurde die Menge an endogenem Amer2 in Proteinlysaten von 
wildtypischen und HEK 293T Amer1 KO-Zellen verglichen. Keiner der Amer1 KO-Klone zeigte eine 
erhöhte Menge an Amer2 (Abb. 24). 
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Abb. 23: Effekt des Amer1 „knock-out“ auf die -Catenin-abhängige Transkription. Die y-Achse stellt die relative Aktivierung 
aus dem Quotienten von TOP- und FOP-Werten, normalisiert auf die -Galaktosidaseaktivität dar. Die Fehlerbalken 
kennzeichnen den Standardfehler des arithmetischen Mittels. (A) TOPglow Reporterassay in vier HEK 293T Kontroll- und 
Amer1 KO-Klonen mit Kontroll- oder Wnt3A-konditioniertem Medium stimuliert. (B) Zusammengefasste Darstellung der 
Ergebnisse der in (A) gezeigten TOPglow Reporterassays aus den Einzelwerten von jeweils vier Klonen pro Gruppe. 
 Es gilt n ist gleich der Anzahl der unabhängigen Experimente. Statistische Signifikanz wurde mittels eines ungepaarten, 
zweiseitigen T-Tests ermittelt. „ns“ = nicht signifikant, beschreibt einen Signifikanzwert (p-Wert) > 0,05. 
A B 
n=3 
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5.2.5 HEK 293T Zellen mit N-terminal verkürztem APC  
Um die Auswirkungen des Verlustes Amer1 in Kombination mit einem Verlust von APC in humanen 
Zellen zu untersuchen, sollten zunächst APC „knock-out“ Zellen, die eine Mutation im N-Terminus 
besitzen, erzeugt werden. Hierfür wurde eine sgRNA Sequenz für den kodierenden Bereich des 
humanen APC-Gens ausgewählt, die bereits zuvor mit dem CRISPR/Cas9-Systems in humanen 
intestinalen Organoiden erfolgreich dazu verwendet wurde, Mutationen im APC-Gen zu 
generieren, die zu verkürztem APC führt (Matano et al, 2015).  
Die Generierung von APC-mutierten Zellen der HEK 293T Zelllinie wurde, wie in Methode 8.1.4 
beschrieben, durchgeführt. Insgesamt wurden aus 96 Einzelzellklonen zunächst mittels Dot Blot 
Analysen und TOP/FOP Reporterassays (8.2.6.1) eine Vorauswahl der möglichen Kandidaten mit 
einer Trunkierung in APC getroffen (Daten nicht gezeigt). Es konnten 2 Klone identifiziert werden, 
in denen in Western Blot Versuchen kein APC-Protein mehr detektiert werden konnte. Die Klone 
wurden wie in 8.1.5 beschrieben auf ihre Genommutationen überprüft. In beiden identifizierten, 
im Folgenden „APC KO“-Klone genannten Zellen, fanden Frameshift Mutationen im Bereich der 
gewählten PAM-Sequenz statt. Die ausgewählte PAM-Sequenz im humanen APC-Gen entspricht 
der für Aminosäure 276 des APC-Proteins kodierenden Sequenz. Es konnte in beiden untersuchten 
Klonen Frameshift Mutationen nachgewiesen werden, die zu einem vorzeitigen Stoppkodon im 
ORF und damit zu einer Verkürzung des Proteins führten (Abb. 25A). Als Kontrollen wurden im 
Screen erhaltene Einzelzellklone verwendet, die weiterhin APC exprimieren. Die APC KO-Klone 
weisen eine stark erhöhte Menge an zytoplasmatischem -Catenin im Vergleich zu wildtypischen 
Kontrollzellen auf (Abb. 25B und nicht gezeigt). Auch in -Catenin-abhängigen Reporterassays 
100 kDa
70 kDa
55 kDa -Tubulin
Amer2
Amer1250 kDa
Wt Kontrolle Amer1 KO
#1 #1#2 #2#3 #3#4 #4
Abb. 24: Amer2 ist in Amer1 „knock-out“ Zellen nicht erhöht. Western Blot Analyse von Amer1, Amer2 in Wildtyp 
(Wt Kontrolle) und Amer1 KO HEK 293T Zellklonen. -Tubulin dient als Proteinladekontrolle. 
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kann in den APC KO-Klonen ein dramatischer Anstieg der Wnt-Signalwegsaktivität detektiert 
werden (Abb. 26). Die APC KO-Klone zeigen hier eine bis zu 600fach höhere Reportergenaktivität 
als nicht mutierte HEK 293T Zellen. 
 
5.2.6 APC und Amer1 doppel-KO HEK 293T Zellen 
In den in Abschnitt 5.2.5 generierten Zellen, die aufgrund von N-terminal verkürztem APC eine 
dramatische Aktivierung der -Catenin-abhängigen Transkription zeigen, sollten nun die 
Auswirkungen eines zusätzlichen Verlusts von Amer1 untersucht werden.  
Hierfür wurden die in 5.2 beschriebenen HEK 293T APC KO-Zellklone mit dem 
pX458_sgAmer1LibA1-Vektor transfiziert. Im Folgenden werden die repräsentativen Ergebnisse 
aus Versuchen mit einem der APC KO-Klone gezeigt, d.h. in allen gezeigten APC KO-Klonen liegen 
die gleichen Trunkierungsmutationen vor. Insgesamt konnten aus 135 per Western Blot 
gescreenten Einzelzellklonen 4 Klone identifiziert werden, in welchen kein Amer1-Protein mehr 
detektiert werden konnte. In diesen APC-Amer1-doppel-KO-Zellen konnte in exemplarisch 
sequenzierten Klonen Frameshift Mutationen nachgewiesen werden, die zu einem vorzeitigen 
Stopkodon im ORF des Amer1-Gens und damit zu einer Trunkierung des Proteins in der 
Membranlokalisationsdomäne führten (Abb. 25A). Einzelzellklone aus diesen Screens, die nur den 
APC KO zeigen, aber weiterhin Amer1 exprimieren wurden in den nachfolgenden Versuchen als 
Kontrollen verwendet.   
Als Wildtyp-Kontrollen wurden für das APC-Gen wildtypische HEK 293T Kontroll-Klone aus 
Abschnitt 5.2.5, die nach Transfektion mit dem pX458_sgAmer1LibA1-Vektor und wie in 8.1.4 
beschriebener anschließender Einzelzellexpansion immer noch Amer1-Wildtyp sind, verwendet. 
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Abb. 25: CRISPR/Cas9 generierte APC KO- bzw. APC-Amer1-doppel-KO-HEK 293T Zellen haben stark erhöhte -Catenin-
Proteinmengen. (A) Schematische Darstellung des APC- und des Amer1-Proteins. Die ausgegrauten Bereiche werden aufgrund 
eingefügter Mutationen, die zu einem Stoppkodon innerhalb der kodierenden Sequenzbereiche führen, in den APC KO- bzw. in 
den APC-Amer1-doppel-KO-Klonen nicht mehr translatiert. (B) Western Blot Analyse von APC, Amer1, -Catenin und Axin1 in 
Wildtyp- (Wt), APC KO- und APC-Amer1-doppel-KO HEK 293T Zellklonen. -Tubulin dient als Proteinladekontrolle. (C) 
Immunfluoreszenz-Färbungen von Wildtyp-, APC KO- und APC-Amer1-doppel-KO-HEK 293T Zellenklonen mit 
Primärantikörpern gegen -Catenin und Fluoreszenz-gekoppelten Sekundärantikörpern. Der Maßstab entspricht 20 µm. 
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In Western Blot Analysen kann in wildtypischen HEK 293T Kontrollklonen weiterhin endogenes 
APC- sowie endogenes Amer1-Protein nachgewiesen werden. Die Wildtyp-Klone zeigen niedrige 
endogene -Catenin-Proteinmengen. In den APC KO-Klonen kann dagegen kein APC-Protein mehr 
nachgewiesen werden (Abb. 25B). Die APC KO-Klone zeigen sowohl in Western Blot 
Untersuchungen, als auch in Immunfluoreszenzfärbungen stark erhöhte 
-Catenin-Proteinmengen im Vergleich zu den Wildtyp-Klonen (Abb. 25B). Im Gegensatz zum 
überwiegend an der Membran lokalisierten -Catenin in Wildtyp-Klonen zeigt sich eine zusätzliche 
starke Anreicherung von -Catenin im Zellkern von APC KO-Zellen (Abb. 25C). In den APC-Amer1-
doppel-KO-Klonen kann zusätzlich zur Abwesenheit des APC-Proteins, auch kein Amer1-Protein 
mehr nachgewiesen werden. Dieser zusätzliche Verlust des Amer1-Proteins zum APC KO zeigte in 
den untersuchten Zellen keinen weiteren Einfluss auf die -Catenin-Proteinmenge. In 
Immunfluoreszenzfärbungen an APC-Amer1-doppel-KO-Klonen zeigte sich eine ähnlich starke 
Zunahme an -Catenin-Proteinmengen wie in APC KO-Zellen (Abb. 25B) und vornehmlich im 
Zellkern lokalisiertes -Catenin (Abb. 25C). In APC KO-Zellen und in APC und Amer1-doppel-KO-
Zellen ist ein down shift der Proteinbande des -Catenin-Abbau-Komplex Gerüstproteins Axin1, 
im Vergleich zur Axin1-Proteinbande wildtypischer Zellen, detektierbar. Diese weiter migrierte 
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Abb. 26: APC KO  führt zur Aktivierung der -Catenin-abhängigen Transkription in HEK 293T Zellen. 
TOPglow Reporterassay in jeweils drei HEK 293T APC KO- und APC und Amer1 doppel-KO-Klonen im Vergleich zu Wildtyp 
(Wt) – HEK 293T Zellen.   
 Die y-Achse stellt die relative Aktivierung aus dem Quotienten von TOP- und FOP-Werten, normalisiert auf die 
-Galaktosidaseaktivität, bezüglich des Wildtyp-Ansatzes dar, dessen Wert auf 1 gesetzt wurde. Die Fehlerbalken 
kennzeichnen den Standardfehler des arithmetischen Mittels. „n“ ist gleich der Anzahl der unabhängigen Experimente. 
Statistische Signifikanz wurde mittels eines ungepaarten, zweiseitigen T-Tests ermittelt. „***“ beschreibt einen 
Signifikanzwert (p-Wert) < 0,001 
n=4 
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Proteinbande zeigt dephosphoryliertes Axin1 (Willert et al, 1999). Die Mengen an Axin1 ist sowohl 
in APC KO- als auch in APC-Amer1-doppel-KO-Klonen im Vergleich zu wildtypischen HEK 293T 
Zellen nicht verändert. 
Um Auswirkungen des Verlusts von APC auf den Wnt-Signalweg in diesen Zellen weiter zu 
untersuchen wurden -Catenin-abhängige Reporterassays durchgeführt (Abb. 26). Alle 
untersuchten APC KO-Klone zeigten signifikant erhöhte Aktivität des Luciferase-Gens im Vergleich 
zu Wildtyp-Klonen. Auch die APC-Amer1-doppel-KO-Klone zeigten signifikant höhere Aktivität in 
-Catenin-abhängigem Reporterassays. Der Verlust des Amer1-Proteins führte in diesen Assays zu 
keiner statistisch relevanten zusätzlichen Aktivierung der Reporteraktivität in Zellen mit APC KO.  
 
5.2.7 HEK 293T Zellen mit trunkiertem APC im Bereich der „Mutation Cluster Region“ 
Die meisten somatischen Mutationen des APC-Gens treten in der Mutation Cluster Region (MCR) 
auf, die sich im Bereich zwischen den Kodons 1286 und 1513 befindet (Polakis, 1995; Vogelstein 
und Kinzler, 2004). Mutationen in diesem Bereich führen zum Verlust der SAMP-Repeats, die für 
die Bindung von APC an Axin1 und Conductin essentiell sind (Behrens et al, 1998; Kishida et al, 
1998). Dieser SAMP-abhängigen Interaktion wird deshalb eine entscheidende Rolle beim APC-
abhängigen -Catenin-Abbau zugeschrieben. In verschiedenen Untersuchungen wurde außerdem 
die -Catenin inhibierende Domäne (CID) identifiziert, die sich in dem Bereich zwischen den 
zweiten und dritten 20Rs, zwischen den Aminosäuren 1404 bis 1466 innerhalb der MCR des 
APC-Proteins befindet (Kohler et al, 2009; Roberts et al, 2011). Die CID ist essentiell für die 
Herunterregulierung der -Catenin-Proteinmenge und der damit einhergehenden Veränderung 
der Wnt/-Catenin-vermittelten transkriptionalen Aktivität. In einer weiteren Studie konnte durch 
APC-Trunkierungen in HEK 293T Zellen gezeigt werden, dass der Verlust der CID zu pathologischen 
Mengen an Wnt/-Catenin-Signalwegsaktivierung führen (Novellasdemunt et al, 2017).   
Um die Auswirkungen einer Tumor-assoziierten Trunkierungsmutation innerhalb der MCR, 
insbesondere im Zusammenwirken mit Amer1 zu untersuchen, wurden zunächst Zellen generiert, 
die eine Trunkierung innerhalb der MCR besitzen. Hierfür wurde eine sgRNA-Sequenz aus der oben 
genannten Studie von Novellasdemunt und Kollegen verwendet, mit Hilfe welcher durch das 
CRISPR/Cas9-System eine C-terminale Trunkierung im Bereich der CID erzeugt werden sollte, 
sodass der für den N-Terminus des Proteins kodierenden Bereich des humanen APC-Gens bis zum 
zweiten 20 aa-Repeat unverändert erhalten bleibt (Novellasdemunt et al, 2017).  
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Die Erzeugung von in der MCR von APC-mutierten Zellen der HEK 293T Zelllinie erfolgte wiederum 
wie in Methode 8.1.4 beschrieben. Insgesamt konnten 96 Einzelzellklone mittels Western Blot auf 
verkürztes APC, sowie hohe -Catenin-Proteinmengen gescreent werden. In 3 Klonen konnte 
trunkiertes APC-Protein mit einem Molekulargewicht von jeweils ca. 250 kDa detektiert werden 
(Daten nicht gezeigt). Diese Klone wurden wie in 8.1.5 beschrieben auf ihre Genommutationen 
überprüft. In allen drei identifizierten, im folgenden „APC-trunkiert“ genannten Zellklone, fanden 
Frameshift Mutationen so statt, dass ein vorzeitigen Stoppkodon in der MCR, innerhalb der CID 
generiert wurde. Als Kontrollen wurden gescreente Einzelzellklone, die keine Mutation im APC-
Gen vorweisen, verwendet. Diese APC-trunkierten Klone zeigen alle eine stark erhöhte Menge an 
zytoplasmatischem -Catenin im Vergleich zu wildtypischen Kontrollzellen (Daten nicht gezeigt). 
Auch in -Catenin-abhängigen Reporterassays kann ein dramatischer Anstieg der Wnt-
Signalwegsaktivität, von einer bis zu 600fachen Erhöhung im Vergleich zu nicht-mutierten 
HEK 293T Zellen detektiert werden (Abb. 28). Die drei generierten APC-trunkierten Klone weisen 
untereinander keine statistisch relevanten Unterschiede hinsichtlich der -Catenin-abhängigen 
Reportergenaktivität auf (Daten nicht gezeigt). 
 
5.2.8 In der MCR von APC mutierte HEK 293T Zellen mit Amer1 KO 
Amer1 interagiert mit der Armadillo-Repeat Domäne von APC (Tanneberger et al, 2011; Zhang und 
Akyildiz et al, 2015). In den in 5.2.5 generierten APC KO-Zellen ist diese Proteininteraktionsdomäne 
selbst bei Translation des trunkierten Proteins nicht mehr vollständig vorhanden. Im Gegensatz 
dazu ist die Armadillo-Repeat Domäne APC-Protein der in 5.2.7 erzeugten Zellklone mit 
Mutationen innerhalb der MCR immer noch komplett enthalten. In diesen Zellen kann deshalb 
weiterhin eine Interaktion von APC und Amer1 stattfinden. Es sollte untersucht werden, ob der 
Verlust von Amer1 in diesen in der MCR von APC-mutierten Zellen, in denen weiterhin eine direkte 
APC-Amer1-Interaktion stattfinden kann, weitere Auswirkungen auf die Aktivität des Wnt-
Signalwegs hat.  
Hierfür wurde einer der in 5.2.7 beschriebenen Zellklone der innerhalb der MCR mutiert wurde 
verwendet, mit dem pX458_sgAmer1LibA1-Vektor transfiziert und wie in Methode 8.1.4 
beschrieben weiter subkloniert und expandiert. Insgesamt konnten aus 96 per Western Blot 
gescreenten Einzelzellklonen 3 Klone identifiziert werden, in denen kein Amer1-Protein mehr 
detektiert werden konnte. In den so generierten APC-mutierten Amer1 KO-Zellklonen konnten 
Frameshift Mutationen im Amer1-Genlokus nachgewiesen werden, die zu einem vorzeitigen 
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Stoppkodon im ORF und damit zu einer Verkürzung des Amer1-Proteins in der 
Membranlokalisationsdomäne, vergleichbar zu den Mutationen, der in den Abschnitten 5.2.2 und 
5.2.4 erzeugten Amer1 KO-Zellklonen, führte. Als Kontrollen wurden aus den 96 gescreenten 
HEK 293T Einzellzellklonen zufällig solche ausgewählt, die immer noch Amer1 exprimieren. Im 
Folgenden sind die Ergebnisse von in der MCR von APC-mutierten HEK 293T Zellen und Zellen die 
zusätzlich zu dieser Mutation einen Amer1 KO aufweisen gezeigt. Die in Abbildung 27B gezeigten 
„APC-trunkierten“ Klone besitzen alle die gleichen Mutationen im APC-Genlokus. Als Wildtyp-
Kontrollen wurden für das APC-Gen wildtypische HEK 293T Kontroll-Klone aus 5.2.7, die nach 
Transfektion mit dem pX458_sgAmer1LibA1-Vektor und wie in 8.1.4 beschriebener 
anschließender Einzelzellexpansion immer noch Amer1-Wildtyp sind, verwendet.   
In Western Blot Analysen kann in diesen APC trunkierten Klonen kein full-length APC-Protein mehr 
nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Stattdessen exprimieren diese Zellen verkürztes 
APC-Protein, dass bei einem Molekulargewicht von ca. 250 kDa detektiert werden kann 
(Abb. 27B). Die Menge an zytoplasmatischem -Catenin ist in diesen APC-mutierten Zellen im 
Vergleich zu den zu wildtypischen HEK 293T Zellen drastisch erhöht. Wie in den Lysaten der 
Zellklone mit N-terminal verkürztem APC, ist auch in den Proteinlysaten der in der MCR von APC-
mutierten Zellen ein down shift der Axin1-Proteinbande zu detektieren. Die Menge an Axin1-
Protein ist, sowohl in den in der MCR von APC-mutierten Zellen, als auch in den Zellen mit 
zusätzlichem Amer1-KO im Vergleich zur Menge in Wildtyp-HEK 293T Zellen nicht verändert. In 
den in der MCR mutierten Zellen mit zusätzlichem Amer1 knock-out ist kein Amer1-Protein mehr 
detektierbar. In diesen Zellen ist ebenfalls nur das verkürzte APC-Protein mit einem 
Molekulargewicht von ca. 250 kDa nachweisbar. Auch die stark erhöhte Menge an detektierbarem 
-Catenin-Protein ist in den APC-trunkierten Zellen mit Amer1 KO vergleichbar mit der 
-Catenin-Proteinmenge in APC-trunkierten Zellen.    
Die in der MCR von APC-mutierten Klone zeigen auch in Immunfluoreszenzfärbungen stark 
erhöhte -Catenin-Proteinmengen im Vergleich zu den Wildtyp-Klonen. Im Gegensatz zum 
überwiegend an der Membran lokalisierten -Catenin in Wildtyp-Klonen zeigt sich eine zusätzliche 
starke Anreicherung von -Catenin im Zellkern von APC-mutierten HEK 293T Zellen (Abb. 27C). 
Der zusätzliche Verlust von full-length Amer1-Protein in APC-mutierten Zellen zeigte in den 
untersuchten HEK 293T Klonen keinen zusätzlichen Einfluss auf die -Catenin-Proteinmenge und 
-Lokalisation.  
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Abb. 27: CRISPR/Cas9 generierte HEK 293T Zellen mit Mutationen in der Mutation Cluster Region von APC, haben stark 
erhöhte -Catenin-Proteinmengen. (A) Schematische Darstellung des APC- und des Amer1-Proteins. Die ausgegrauten 
Bereiche werden aufgrund eingefügter Mutationen, die zu einem Stoppkodon innerhalb der kodierenden Sequenzbereiche 
führen, in den APC trunkierten bzw. in den APC trunkierten Zellen mit zusätzlichem Amer1 KO nicht mehr translatiert. (B) 
Western Blot Analyse von APC, Amer1, -Catenin und Axin1 in Wildtyp (Wt), APC trunkierten und APC trunkierten HEK 293T 
Zellenklonen mit zusätzlichem Amer1 KO. -Tubulin dient als Proteinladekontrolle. (C) Immunfluoreszenz-Färbungen von 
Wildtyp, APC trunkierten und APC trunkierten HEK 293T Zellklonen mit Amer1 KO mit Primärantikörpern gegen -Catenin und 
Fluoreszenz-gekoppelten Sekundärantikörpern. Der Maßstab entspricht 20 µm.   
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In Abbildung 28 sind zusammengefasst die Ergebnisse aus -Catenin-abhängigen Reporterassays 
mit jeweils drei Klonen pro Gruppe gezeigt. Die relative Luciferase-Aktivität der APC- bzw. APC- 
und Amer1-mutierten Zellklone wird im Vergleich zur basalen Luciferase-Aktivität von 
Wildtyp HEK 293T Zellklonen dargestellt. Die untersuchten APC-mutierten Klone zeigten sowohl 
nach APC „knock-out“, als auch bei Verlust der CID infolge von Mutationen in der MCR, eine 
signifikant erhöhte Aktivität des Luciferase-Gens im Vergleich zu Wildtyp-Klonen. Auch Klone, die 
zusätzlich zur Mutation in APC auch einen „knock-out“ im Amer1-Gen haben, zeigen vergleichbar 
signifikant erhöhte Aktivität in -Catenin-abhängigen Reporterassays. Der zusätzliche Verlust des 
Amer1-Proteins führte in diesen Assays zu keiner statistisch relevanten zusätzlichen Veränderung 
der Reporteraktivität in Zellen mit mutiertem APC.  
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Abb. 28: APC KO bzw. Trunkierung von APC innerhalb der MCR vor der -Catenin-inhibierenden Domäne führt zur 
Aktivierung der -Catenin-abhängigen Transkription in HEK 293T Zellen. Zusammengefasste TOPglow 
Reporterassays aus drei Experimenten mit jeweils drei HEK 293T APC KO-, APC und Amer1 doppel-KO-Klonen sowie 
APC trunkierten Zellklonen und APC trunkierten Zellen mit zusätzlichem Amer1 KO im Vergleich zu Wildtyp (Wt) – HEK 
293T Zellen.   
Die y-Achse stellt die relative Aktivierung aus dem Quotienten von TOP- und FOP-Werten, normalisiert auf die 
-Galaktosidaseaktivität, bezüglich des Wildtyp-Ansatzes dar, dessen Wert auf 1 gesetzt wurde. Die Fehlerbalken 
kennzeichnen den Standardfehler des arithmetischen Mittels. „n“ ist gleich der Anzahl der unabhängigen Experimente. 
Statistische Signifikanz wurde mittels eines ungepaarten, zweiseitigen T-Tests ermittelt. „***“ beschreibt einen 
Signifikanzwert (p-Wert) < 0,001 im Vergleich zu Wildtyp-HEK 293T Zellen. trunk. = trunkiert 
n=3 
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5.2.9 Mutationen von Amer1 in kolorektalen Krebszelllinien 
In den vorangegangenen Versuchen wurde durch das Einführen von Mutationen in APC der initiale 
Schritt der Darmkrebsentstehung in einem Zellkulturmodell nachempfunden. Zusätzliche 
loss-of-function Mutationen in Amer1 zeigten in diesem Modell keine relevanten Auswirkungen 
auf die Aktivität des Wnt-Signalwegs. Kolorektalkarzinom-Zelllinien sind etablierte Systeme zur 
Untersuchung tumorigener Eigenschaften wie Wachstums- und Migrationrate, die im Vergleich zu 
den generierten HEK 293T Zellen einem späteren Krankheitsstadium entsprechen. Auch die 
Funktion von Amer1 Mutationen in Wnt-aktivierten Kolorektalkarzinom-Zellen wurde bisher noch 
nicht weitgehend untersucht. Im folgenden Abschnitt wurden deshalb gain bzw. loss-of-function 
von Amer1 in kolorektalen Tumorzellen untersucht.  
5.2.9.1 SW480 Zellen mit N-terminal verkürztem Amer1 
In der kolorektalen Adenokarzinom-Zelllinie SW480 liegt eine homozygote Nonsense-Mutation im 
APC-Gen vor, sodass an Stelle 1338 ein Stoppkodon vorliegt (Rowan et al, 1999). Durch diese 
Mutation ist der Wnt/-Catenin-Signalweg in diesen Zellen konstitutiv aktiviert. Durch 
Reexpression von full-length APC in SW480 Zellen kann die transkriptionelle Aktivität des 
Wnt/-Catenin-Signalwegs wieder herunterreguliert werden (Faux et al, 2003).  
 
Abb. 29: Schematische Darstellung der Verkürzung von APC in der kolorektalen Zelllinie SW480 
Durch Transfektion des pX458_sgAmer1LibA1-Vektors in SW480 Zellen wurden, analog zu den in 
den vorherigen Abschnitten beschriebenen HEK 293T Zellen, SW480 Zellen mit N-terminal 
verkürztem Amer1 generiert. Aus 96 per Western Blot mit Antikörper gegen Amer1-Protein 
gescreenten Klonen konnten 3 Klone identifiziert werden, in denen kein full-length Amer1-Protein 
mehr nachgewiesen werden kann. Diese Klone werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit als 
SW480 „Amer1 KO“-Zellen bezeichnet. Als Kontrollen für alle Untersuchungen wurden SW480 
Einzelzellklone verwendet, die nach Transfektion und Subklonierung wie in Methode 8.1.4 
beschrieben, weiterhin full-length Amer1 exprimierten. 
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Wie in Abbildung 30A exemplarisch gezeigt, ist in den generierten SW480 Amer1 KO-Zellen kein 
full-length Amer1-Protein mehr zu detektieren. Die-Catenin-Proteinmengen in Amer1 KO und 
Amer1 Wildtyp-Kontrollklonen weisen keine statistisch relevanten Unterschiede auf. In 
-Catenin-abhängigen Reporterassays zeigen sowohl die verschiedenen Amer1 KO-, als auch 
Kontroll-Klone untereinander, Schwankungen von bis zu 50 % in der relativen Luciferase-Aktivität 
(Daten nicht gezeigt). Die in Abbildung 30B zusammengefasst gezeigten Ergebnisse von 
Reporterassays aus jeweils drei unabhängigen Messungen in Triplikaten mit jeweils drei 
verschiedenen SW480 Zellklonen pro Gruppe geben keine Hinweise auf eine statistisch relevante 
Auswirkung des Verlusts des full-length Amer1-Proteins auf die transkriptionelle Aktivität des 
Wnt/-Catenin-Signalwegs in SW480 Zellen.  
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Abb. 30: CRISPR/Cas9 vermittelter KO von Amer1 in SW480 Zellen. (A) Western Blot Analyse von Amer1 und -Catenin 
in Wildtyp (Wt) und Amer1 KO SW480 Zellenklonen.-Aktin dient als Proteinladekontrolle. (B) Zusammengefasste 
TOPglow Reporterassays in jeweils drei SW480 Kontroll- und Amer1 KO-Klonen. Die y-Achse stellt die relative Aktivierung 
aus dem Quotienten von TOP- und FOP-Werten, normalisiert auf die -Galaktosidasaektivität dar. 
Die Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler des arithmetischen Mittels. Es gilt n ist gleich der Anzahl der 
unabhängigen Experimente. Statistische Signifikanz wurde mittels eines ungepaarten, zweiseitigen T-Tests ermittelt. 
„ns“ = nicht signifikant, beschreibt einen Signifikanzwert (p-Wert) > 0,05. 
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Der Verlust von Amer1 hat keinen statistisch relevanten Einfluss auf das Wachstum der 
verschiedenen Klone (Abb. 31A). Auch die Migrationsfähigkeit von SW480 Zellen in 
Wundheilungsassays wird durch den Verlust von Amer1 in den generierten knock-out Zellen nicht 
beeinflusst (Abb. 31B). 
 
5.2.9.2 DLD-1 Zellen mit induzierbarer full-length Amer1 Expression 
In der kolorektalen Adenokarzinomzelllinie DLD-1 liegt eine homozygote Frameshift Mutation im 
APC-Gen an der für die Aminosäure 1416 kodierenden Sequenz vor, die zu Trunkierung von APC 
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Abb. 31: Wachstum und Migration von SW480 Zellen wird durch Amer1 KO nicht beeinflusst. (A) Zellzahl von SW480 
Wildtyp (Wt) und  Amer1 KO nach 72 h Wachstum bestimmt mittels Neubauer-Zählkammer. (B) Repräsentative 
Phasenkontrast-Mikroskopiebilder migrierender Wildtyp und Amer1 KO-Zellen in Wundheilungs-Assays  zu den 
angegebenen Zeitpunkten nach „Scratch“ der Zellmonolayer. Der Maßstab entspricht 100 µm. 
Es gilt n ist gleich der Anzahl der unabhängigen Experimente. Statistische Signifikanz wurde mittels eines ungepaarten, 
zweiseitigen T-Tests ermittelt. „ns“ = nicht signifikant, beschreibt einen Signifikanzwert (p-Wert) > 0,05. 
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im Kodon 1417 führt (Rowan et al, 1999). Durch diese Trunkierung ist der Wnt/-Catenin-
Signalweg in diesen Zellen konstitutiv aktiviert. Darüber hinaus liegt in DLD-1 Zellen eine 
homozygote Punktmutation vor, die zu einem nach Aminosäure 582 trunkierten Amer1-Protein 
führt (COSMIC Datenbank).   
 
Abb. 32: Schematische Darstellung der Verkürzungen von APC und Amer1 in der kolorektalen Adenokarzinomzelllinie 
DLD 1. In DLD-1 Zellen werden aufgrund von Mutationen trunkierte APC- und Amer1-Proteine, die den im dargestellten 
Schema nicht ausgegrauten Bereichen entsprechen, exprimiert. 
Die in DLD-1 Zellen vorliegende Amer1 Mutation wurde bereits in kolorektalen Tumoren 
detektiert (COSMIC Datenbank). Wenn diese Mutation zu einem LOF-Phänotyp in DLD-1 Zellen 
führt, kann dieser Effekt möglicherweise durch Reexpression von full-length Amer1 vermindert 
werden. DLD-1 Zellen, die Doxycyclin-abhängig Flag-getaggtes full-length Amer1 exprimieren, 
wurden durch Transfektion mit dem pWHE469FlagAmer1-Plasmid und anschließender Selektion 
mit Puromycin, wie in Methode 8.1. beschrieben, generiert. Als Kontrollklone für die im Folgenden 
gezeigten Versuche dienten DLD-1 Zellen, die mit dem pWHE469-Plasmid transfiziert und danach 
analog mit Puromycin selektioniert wurden. In initialen Screens mittels Western Blot konnten nach 
Induktion mit Doxycyclin für 14 h Klone identifiziert werden, die Flag-getaggtes full-length Amer1 
exprimieren (nicht gezeigt). In Immunfluoreszenzfärbungen mit gegen das Flag-Tag gerichtetem 
Primärantikörper, konnten zwei Klone identifiziert werden, in denen ca. 80 % der Zellpopulation 
nach Induktion mit Doxycyclin Flag-getaggtes Protein exprimieren. In Kontrollansätzen ohne 
Doxycyclin war in diesen Klonen kein Flag-getaggtes Protein in Immunfluoreszenzfärbungen 
detektierbar. In Abbildung 33 ist dies exemplarisch für einen der Flag-Amer1 induzierbaren Klone 
gezeigt. Die im Folgenden gezeigten Ergebnisse beziehen sich auf Arbeiten mit den beiden oben 
genannten generierten induzierbaren DLD-1 Zellklonen mit der höchsten Homogenität. 
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Abb. 33: Stabil transfizierte Flag-Amer1 DLD-1 Zellen zeigen nach Doxycyclinbehandlung Expression von Flag-getaggtem 
Protein. Immunfluoreszenzfärbung mit Primärantikörpern gegen das Flag-Tag und Fluoreszenz-gekoppelten 
Sekundärantikörpern in Flag-Amer1 induzierbaren DLD-1 Zellen mit (+) und ohne (-) Behandlung mit Doxycyclin. Überlagerte 
Bilder zeigen das Fluoreszenzsignal in rot und die mit DAPI gegengefärbten Zellkerne in blau. Schwarz-Weiß-Bilder zeigen nur 
das detektierte Sekundärantikörpersignal der links gezeigten Überlagerungsbilder. Der Maßstab entspricht 100 µm. 
In stabil transfizierten Flag-Amer1 DLD-1 Klone kann auch in Western Blot Analysen nur nach 
Induktion mit Doxycyclin Flag-getaggtes full-length Amer1-Protein nachgewiesen werden 
(Abb. 34). Induktion mit Doxycyclin für 14 h hat weder in den untersuchten Kontroll-Klonen, noch 
in den Flag-Amer1 induzierbaren DLD-1 Zellen Einfluss auf die -Catenin-Proteinmenge. Die 
untersuchten DLD-1 Zellen zeigten klonale Unterschiede in ihrer Axin1-Proteinmenge. In den 
untersuchen Klonen kann für Axin1 eine Doppelbande detektiert werden. Das Proteinlevel der 
upshift-Bande steigt in den Flag-Amer1 Klonen nach induzierbarer full-length Amer1 Expression, 
wobei die Doxycyclinbehandlung von Kontrollklonen keine Auswirkungen auf die detektierbaren 
Proteinmengen oder den upshift von Axin1 hatte (Abb. 34).  
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Abb. 34: Detektion von Flag-getaggtem full-length Amer1-Protein in induzierbaren DLD-1 Zellen. Western Blot Analyse von 
Amer1, -Catenin, Axin1 aus Kontroll DLD-1 Zellen und stabil transfizierten DLD-1 Zellklonen ohne (-) und mit (+) 
Doxycyclinbehandlung. GAPDH dient als Proteinladekontrolle. 
 
In RT-PCR und qPCR Experimenten wurde ein Primerpaar verwendet, mit dem sowohl die 
Expression der endogenen, trunkierten Variante von Amer1 in DLD-1 Zellen, als auch die 
Expression des Flag-getaggten full-length Amer1 nachgewiesen werden kann. Mittels RT-PCR 
konnte in den Flag-Amer1 DLD-1 Klonen nach Induktion mit Doxycyclin ein deutlicher Anstieg der 
Amer1 Expression nachgewiesen werden (Abb. 31). Die induzierbaren Flag-Amer1 DLD-1 Klone 
zeigten in diesen Experimenten, auch ohne Induktion mit Doxycyclin, eine höhere 
Amer1-Expression als die Kontroll-Klone. Die Expression des Wnt-Zielgens Conductin ist diesen RT-
PCR Untersuchungen nach Doxycyclinbehandlung weder in Amer1 induzierbaren noch in Kontroll-
Klonen deutlich verändert im Vergleich zu unbehandelten Zellen.  
In quantitativen RT-PCRs konnte in den Flag-Amer1 Klonen eine ca. 50fache Erhöhung der Amer1-
Expression nach Doxycyclinbehandlung nachgewiesen werden (Abb. 35B). In den Kontroll-Klonen 
hat die Behandlung mit Doxycyclin keinen Einfluss auf die Amer1 Expression. Die Expression des 
Wnt-Zielgens Conductin war in Kontroll-Klonen nach Doxycyclinbehandlung um ca. 20 % reduziert. 
In einem der Flag-Amer1 Klone war die Conductinexpression durch die Doxycyclin-induzierte 
Flag-Amer1 Expression nahezu unverändert. Im zweiten untersuchten Flag-Amer 1 Klon konnte 
dagegen ein Anstieg der Conductin-Expression von ca. 20 % nachgewiesen werden (Abb. 35C). 
Doxycyclin
Kontrolle Flag-Amer1
#1 #2 #1 #2
- + - + - + - +
250 kDa
100 kDa
130 kDa
35 kDa
Amer1
-Catenin
Axin1
GAPDH
  5. Ergebnisse 
 
72 
 
In -Catenin-abhängigen Reporterassays zeigten sowohl die Flag-Amer1 induzierbaren DLD-1 
Zellen, als auch die Kontroll-Zellen eine um 20 bis 40 % reduzierte Reportergen-Aktivität nach 
Zugabe von Doxycyclin im Vergleich zur Reportegenaktivität-Aktivität im unbehandelten Zustand 
(Abb. 35D). In jeweils einem der untersuchten Flag-Amer1 induzierbaren, wie auch in je einem der 
untersuchten Kontroll DLD-1 Klone, wurde die relative Luciferase-Aktivität durch die Behandlung 
mit Doxycyclin um 20 bzw. 40 % verringert wurde (Abb. 35D). Die Ursache für den unspezifischen 
Einfluss von Doxycyclin auf die Reporter-Aktivität ist nicht klar. In diesen Assays konnte kein 
statistisch relevanter Einfluss der Expression von full-length Amer1 auf die Aktivität des 
Wnt/-Catenin-Signalwegs in DLD-1 Zellen nachgewiesen werden.  
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Abb. 35: Doxycyclinbehandlung führt in stabil transfizierten DLD-1 Zellen zu einer Erhöhung der Expression von Flag-Amer1 
RNA, die nicht zur reduzierten Expression des Wnt-Zielgens Conductin führt. (A) Repräsentatives Agarosebild einer RT-PCR 
Analyse von Amer1 (inkludiert endogenes, trunkiertes Amer1) und des Wnt-Zielgens Conductin in wildtypischen und stabil 
transfizierten DLD-1 Zellen ohne (-) und mit (+) Doxycyclinbehandlung. Als Negativkontrolle diente jeweils ein Ansatz ohne 
cDNA  (H2O). Die Expression von -Aktin wurde als interne Kontrolle analysiert. (B) qPCR Analyse der relativen Veränderung 
der Expression von Amer1 (inkludiert endogenes, trunkiertes Amer1) und Conductin in Kontroll DLD-1 Zellklonen und stabil 
transfizierten Flag-Amer1 DLD-1 Zellenklonen bei Doxycyclinbehandlung im Vergleich zur Expression im nicht 
Doxycyclinbehandelten Zustand der jeweiligen Klone. (C) Vergrößerte Darstellung der in (B) gezeigten qRT-PCR Analyse zur 
relativen Veränderung der Conductinexpression. (D) Veränderung der relativen Luciferase-Aktivität in TOPglow 
Reporterassays in Kontroll DLD-1 Zellklonen und stabil transfizierten Flag-Amer1 DLD-1 Zellenklonen bei 
Doxycyclinbehandlung im Vergleich zur Aktivität im nicht Doxycyclinbehandelten Zustand der jeweiligen Klone.  
Die Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler des arithmetischen Mittels. „n“ ist gleich der Anzahl der unabhängigen 
Experimente.  
A B 
C D 
n=2 
n=2 
n=2 
  5. Ergebnisse 
 
73 
 
 
Abb. 36: Induzierte Flag-Amer1 Expression hat keinen Einfluss auf das Koloniewachstum und die 
Migrationsfähigkeit in DLD-1 Zellen. (A) links: Repräsentative Bilder ausgebildeter Kolonien eines Flag-Amer1 
induzierbaren DLD-1 Klons nach Wachstum für fünf Tage ohne (-) und mit (+) Doxycyclinbehandlung. Es gilt n 
ist gleich der Anzahl der unabhängigen Experimente. Rechts: Automatisiert ausgezählte Kolonien 
verschiedener DLD-1 Klone nach Wachstum für fünf Tage ohne (-) und mit (+ Dox) Doxycyclinbehandlung. (B) 
Repräsentative Bilder der Migration von Wildtyp- und Flag-Amer1 induzierbaren DLD-1 Klonen ohne (-) und 
mit (+ Dox) Doxycyclinbehandlung in Wundheilungsassays, zu den angegebenen Zeitpunkten nach „Scratch“ 
der Zellmonolayer. Der Maßstab entspricht 100 µm.  
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Nach vier Tagen Wachstum führt Doxycyclin-induzierte Flag-Amer1 Expression in stabil 
transfizierten DLD-1 Zellen zu keiner Veränderung der Anzahl ausgebildeter Kolonien (Abb. 36A). 
In diesen Assays hatte Doxycyclin-Behandlung auch keinen Einfluss auf das Koloniewachstum von 
Kontroll DLD-1 Zellen. Die Migrationsfähigkeit von DLD-1 Zellen in Wundheilungsassays wird durch 
die Behandlung mit Doxycyclin sowohl in den stabil transfizierten, als auch in den Kontroll-Zellen 
so stark erhöht, dass die Lücke nach 48 h komplett geschlossen ist (Abb. 36B). Auch hier ist die 
Ursache der Wirkung von Doxycyclin nicht klar, erschwert aber die Analyse des Einflusses von 
induziertem Amer1. 
In den in diesen Abschnitten untersuchten Kolorektalkarzinom-Zelllinien konnte für Amer1 weder 
in loss-of-function Ansätzen eine zusätzliche Aktivierung des Wnt-Signalwegs detektiert werden, 
noch führte die Reexpression von full-length Amer1 in einer Zelllinie, die endogen eine 
Trunkierung in Amer1 aufweist, zur Reprimierung der Wnt-Signalwegsaktivität. Auch hinsichtlich 
Wachstum und Migration konnte kein Einfluss von Amer1 in diesen Zelllinien detektiert werden.  
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6. Diskussion 
6.1 Axin1 und Conductin im Wnt-Signalweg und Auswirkungen des Conductin-Axin1 knock-in 
In Zellen haben sich verschiedene Mechanismen entwickelt, durch die die Aktivität von 
Signalkaskaden qualitativ und quantitativ reguliert werden. Die Paraloge Axin1 und Conductin 
fungieren beide als negative Regulatoren des Wnt/-Catenin-Signalwegs. Durch die hohe 
Sequenzhomologie ihrer Proteininteraktionsdomänen können sowohl Axin1 als auch Conductin 
als Gerüstprotein des Abbaukomplexes funktionieren. Der Hauptunterschied von Axin1 und 
Conductin liegt in ihrem Expressionsmuster. Während Axin1 ubiquitär exprimiert wird, ist 
Conductin selbst ein direktes Zielgen des Wnt-Signalwegs. Diese negative Rückkopplung, die durch 
Induktion der Conductin Expression eintritt, trägt unter normalen physiologischen Bedingungen 
vermutlich zur korrekten Regulierung der -Catenin-Mengen bei. In dieser Arbeit wurde eine 
Mauslinie erzeugt, die dazu verwendet werden kann, die Ursachen warum es im Wnt-Signalweg 
diese klare Unterscheidung zwischen Axin1 als basalen und Conductin als induzierbaren negativen 
Regulator gibt, weiter aufzuklären. Dieser Mechanismus unterscheidet sich von negativen 
Feedback-Machanismen anderer Signalkaskaden, beispielsweise des Hedgehog- oder FGF-
Signalwegs, wo Patched bzw. Sprouty sowohl konstitutiv als auch induzierbar als negative 
Regulatoren wirken.  
Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde in dieser Arbeit eine Mauslinie erzeugt, in der nach 
Cre-loxP-vermittelter Deletion, Myc-Axin1 unter der Kontrolle des Conductin-Genlokus exprimiert 
werden kann.  
In nur 9 % der geborenen Ella Cre-positiven Mäuse lag zusätzlich ein heterozygotes Conductin-
Allel vor. Diese Vererbungsrate liegt signifikant unter der zu erwartenden Verteilung nach Mendel. 
Außerdem konnte in keinem dieser adulten Tieren der loxP-deletierte Conductin-Axin1knock-in-
Genlokus nachgewiesen werden. Dies spricht dafür, dass der Axin1 knock-in schädlich für die 
Entwicklung lebensfähiger Mäuse ist.  
Im Gegensatz dazu konnte in nahezu 50 % der untersuchten Embryonen ein heterozygoter 
Conductin-Axin1knock-in nachgewiesen werden. D.h. es konnte erfolgreich eine Mauslinie erzeugt 
werden, die in Abhängigkeit von Cre-Rekombinaseaktivität Myc-Axin1 unter der Kontrolle des 
Conductin-Genlokus exprimiert. Diese Mauslinie kann in vivo als Modell zur Untersuchung der 
Unterschiede von Axin1 und Conductin verwendet werden. In Embryonen der 
Entwicklungsstadien 12,5 bis 17,5 dpc konnte der loxP-deletierte Conductin-Axin1knock-in-
Genlokus nachgewiesen werden. Die exogene Expression von Myc-Axin1 im Vergleich zur 
Expression des endogenen Axin1 relativ gering (Abb. 15). Diese geringen Mengen an Myc-Axin1 
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könnten erklären, warum im Embryonalstadium zu keinem der untersuchten Zeiträume 
phänotypischen Auffälligkeiten zwischen Conductin-Axin1knock-in-Mäusen und wildtypischen 
Wurfgeschwistern auftraten. In 15,5 Tage alten Embryonen zeigte sich, dass das Conductin-
Axin1knock-in-Allel nicht homogen in allen verschiedenen untersuchten Geweben, vorlag. So 
könnten Zellen mit zu hoher Expression von Myc-Axin1 geschädigt und dadurch verloren werden 
oder eine inhomogene Aktivität des verwendeten Cre-Rekombinasetransgens dazu führen, dass 
in diesen Tieren kein ubiquitärer Axin1 knock-in vorlag. 
 
6.1.1 Targetingstrategie des Conductin-Genlokus  
Um Axin1 als Feedback-Protein des Wnt-Signalwegs in vivo zu untersuchen, wurde eine 
Targetingstrategie gewählt, durch die Mäuse erzeugt werden, die Myc-getaggtes Axin1 unter der 
Kontrolle des Conductin-Genlokus exprimieren können. Ein Austausch kodierender Sequenzen 
paraloger Genpaare wurde bereits in verschiedenen anderen Studien dazu verwendet, die 
Funktionen verschiedener Paraloge zu vergleichen (Adikusuma et al, 2017; Bouchard et al, 2000; 
Geng et al, 1999; Hanks et al, 1995; Malynn et al, 2000; Suda et al, 1999; Tvrdik und Capecchi, 
2006). 
Es gibt bereits Mausmodelle, in denen mittels homologer Rekombination der Conductin-Genlokus 
verändert wurde (de Roo et al, 2017; Lustig et al, 2002). In diesen Modellen wurden jeweils 
Reportergen-kodierende Sequenzen in das Exon 2 direkt an das Startkodon anschließend 
eingebracht. Auf diese Weise wurden Conductin knock-out Mausmodelle generiert, in denen die 
Expression des Conductin-Genlokus detektiert werden kann. In dieser Arbeit wurde ebenfalls eine 
Targetingstrategie verwendet, durch die direkt an den Anschluss des ATG-Startkodons im Exon 2 
von Conductin kodierende Sequenzen eingebracht werden. Es sollten Myc-getaggtes Axin1 bzw. 
in einem Kontroll-Ansatz Myc-getaggtes Conductin eingebracht werden (Abb. 7 und 17). Als cDNA-
Sequenz wurde die short form von Axin1 verwendet. Diese Axin1 short form ist eine von zwei 
bekannten Axin1 Isoformen, bei der es sich um eine um 36 Aminosäuren verkürzte Variante 
handelt (Abb. 4; Zeng et al, 1997). Axin1 short ist vermutlich die hauptsächlich exprimierte Axin1 
Isoform (Zeng et al, 1997) und es konnte gezeigt werden, dass homozygote knock-in Mäuse, die 
Myc-getaggtes Axin1 short unter der Kontrolle des endogenen Axin1-Lokus exprimieren, 
lebensfähig und fertil sind (Chia und Costantini, 2005). In homozygoten Conductin-KO-Mäusen 
kann kein Conductin mehr nachgewiesen werden (Yu et al, 2002). Diese Mäuse sind lebensfähig 
und fertil, weisen jedoch kraniofaziale Abnormalitäten aufgrund von erhöhtem 
Knochenwachstum auf (Yu et al, 2005). Heterozygote Conductin-KO-Mäuse haben keinen 
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Phänotyp (Yu et al, 2002).   
 
6.1.2 Wahl der ESZ-Linie JM8A3 
In dieser Arbeit wurden Gene-Targeting Experimente in der murinen embryonale Stammzelllinie 
JM8A3 durchgeführt. JM8A3-Zellen sind von C57BL/6N abgeleitete männliche Zellen, in denen die 
non-agouti Mutation auf einem Chromosom repariert wurde, sodass nach Verpaarung von 
männlichen Chimären mit C57BL/6N Weibchen nachkommen entstehen können, die entweder die 
Fellfarbe Agouti oder Schwarz haben (Pettitt et al, 2009). Diese Zelllinie zeichnet sich durch eine 
in der Literatur beschriebene hohe Keimbahngängigkeit von bis zu 80 % aus (Pettitt et al, 2009). 
Mäuse der F1-Generation, die Keimbahntransmission aufweisen, werden als reinerbig C57BL/6N 
betrachtet (Pettitt et al, 2009) wodurch keine aufwendigen Rückkreuzungen nötig sind.   
Es konnten fünf ESZ-Klone mit korrekt rekombiniertem Conductin-Genlokus identifiziert werden. 
Aus Injektionen mit drei ESZ-Klonen konnten chimäre Männchen geboren werden. In sechs 
Nachkommen eines dieser Männchen konnte Keimbahntransmission nachgewiesen werden. 
Diese heteozygoten ConductinAxin1floxed/Wt-Mäuse der F1-Generation zeigen keine Auffälligkeiten 
und sind fertil. 
 
6.1.3 Verwendung der EIIa Cre-Rekombinase  
Um ConductinAxin1knock-in-Mäuse zu erzeugen, wurden ConductinAxin1floxed-Mäuse mit EIIa Cre-
Mäusen verpaart werden. EIIa Cre-Mäuse exprimieren das Cre-Rekombinastransgen unter der 
Kontrolle des Adenovirus EIIa-Promotors (Lakso et al, 1996). In Abwesenheit des E1A Ko-Aktivators 
führt der Adenovirus EIIa-Promotor in der Oozyte und im frühen Zygotenstadium zur Expression 
der Cre-Rekombinase (Dooley et al, 1989; Lakso et al, 1996) und kann aufgrund dieser frühen 
Expression dazu genutzt werden, in Mäusen homogene Cre-loxP-Rekombination zu induzieren. 
Nur maternale Vererbung von EIIa Cre führt zu globaler, homogener loxP-Rekombination (Heffner 
et al, 2012). Paternal vererbte EIIa Cre hingegen führt zu Mosaizismus in allen Geweben (Heffner 
et al, 2012; Holzenberger et al, 2000; Xu et al, 2001). 
Zur Etablierung einer ConductinAxin1knock-in-Mauslinie sollte zuerst die loxP-flankierte Stopp-
Kassette, durch globale Cre-Rekombination, deletiert werden (Abb. 10).  Im Anschluss daran sollte 
durch Verpaarung heterozygoter ConductinAxin1knock-in/Wt-Mäuse miteinander, homozygote Mäuse, 
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die nur noch Myc-getaggtes Axin1 unter der Kontrolle des Conductin-Genlokus exprimieren, 
gezüchtet werden. 
 
6.1.4 Ausbleiben adulter ConductinAxin1knock-in-Mäuse 
Um ConductinAxin1knock-in-Mäuse zu erzeugen, wurden jeweils heterozygote ConductinAxin1floxed/Wt-
Männchen mit homozygoten EIIa Cre-Weibchen verpaart. In insgesamt 12 Würfen konnten 56 
Tiere geboren werden (Tabelle 1). 51 dieser Tiere waren homozygot Wildtyp für den Conductin-
Genlokus. In nur 5 Tieren konnte ein heterozygotes Conductin-Allel nachgewiesen werden. Diese 
Verteilung des nicht wildtypischen Conductin-Allels weicht stark von der erwarteten Häufigkeit 
eines phänotypisch unauffälligen Merkmals ab. Außerdem konnte keine Cre-loxP-vermittelte 
Deletion detektiert werden (Abb.11 und nicht gezeigt). Diese Ergebnisse sprechen entweder für 
fehlende Aktivität des verwendeten Ella Cre-Rekombinasetransgens in diesen Mäusen, oder dafür, 
dass der Axin1 knock-in schädlich für die Tiere ist. Die erste Möglichkeit erscheint nicht plausibel, 
da in nahezu allen Mausembryonen mit dem entsprechenden Genotyp die Cre-loxP-vermittelte 
Deletion der Stopp-Kassette nachgewiesen werden konnte. Für den zweiten Fall spricht hingegen 
die deutlich niedrigere Anzahl geborener Tiere mit heterozygotem Conductin-Allel, die zusätzlich 
das Ella Cre-Transgen tragen und dass in keinem dieser Tiere loxP-Deletion bzw. Myc-Axin1 
Expression nachgewiesen werden konnte. Diese Mäuse hatten keine phänotypischen 
Auffälligkeiten. 
Auch die ConductinAxin1floxed/Wt-Mäuse ohne zusätzliches EIIa Cre-Rekombinasetransgen zeigten 
keine Auffälligkeiten im Vergleich zu ihren Wildtyp-Wurfgeschwistern. Verpaarungen von 
heterozygoten ConductinAxin1floxed/Wt-Mäusen mit Wildtyp-C57BL/6N-Mäusen wurden 
routinemäßig zu Erhaltungszucht verwendet und keine Auffälligkeiten bei der statistischen 
Verteilung der Genotypen in der Nachkommengeneration (Daten nicht gezeigt). Diese Daten aus 
Verpaarungen mit EIIa Cre-Weibchen zeigen eine Selektion auf das wildtypische Conductin-Allel 
bei Anwesenheit des EIIa Cre-Rekombinasetransgens.  
 
6.1.5 Nachweis des Axin1 knock-in in Embryos 
Da keine adulten ConductinAxin1knock-in-Mäuse geboren werden konnten, wurden Mäuse im 
Embryonalstadium 12,5 bis 17,5 dpc betrachtet. Im Gegensatz zu den adulten Tieren, waren 
nahezu 50 % der Nachkommen heterozygot für das Conductin-Allel (Tabelle 2). Diese Verteilung 
entspricht der Erwartung der auftretenden Genotypen, wenn das veränderte Conductin-Allel 
  6. Diskussion 
 
79 
 
keine Auswirkungen auf den sich entwickelnden Organismus hat. In 36 der 38 heterozygoten 
Mausembryonen konnte die Cre-vermittelte Rekombination auf DNA-Ebene mittels Southern Blot 
(Abb. 12) oder PCR (Abb. 13) nachgewiesen werden.  
Am Tag 12,5 der Embryonalentwicklung kann in der Thalamusregion embryonaler Mäuse eine 
hohe Conductin-Expression und erhöhte Wnt-Signalwegsaktivität nachgewiesen werden (Bluske 
et al, 2009). In Proteinlysaten aus der Kopfregion von 12,5, 13,5 und 14,5 Tage alten 
ConductinAxin1knock-in-Mausembryonen konnte Myc-getaggtes Axin1 nachgewiesen werden 
(Abb. 15A-C). Mit einem gegen Axin1 gerichteten Antikörper kann neben endogenem Axin1 auch 
das etwas langsamer einlaufende Myc-getaggte Axin1-Protein detektiert werden (Abb. 15A-C). 
Myc-Axin1 wurde zu allen den betrachteten Zeitpunkten schwächer als endogenes Axin1 
exprimiert und nahm mit zunehmendem Alter der Embryonen ab, sodass in 15,5 Tage alten 
Embryonen kein Myc-Axin1 mehr nachgewiesen werden konnte (Abb. 15A-D).    
In zwei der untersuchten 13,5 Tage alten Embryonen fand keine nachweisbare loxP-Deletion statt 
(Abb. 12). Auch in Proteinlysaten dieser beiden Tiere konnte kein Myc-Axin1 nachgewiesen 
werden. Im Gegensatz dazu konnte in einem der Wurfgeschwister der loxP-rekombinierten 
ConductinAxin1knock-in-Genlokus (Abb. 12) und das Myc-Axin1-Protein (Abb. 15B) eindeutig 
detektiert werden. Dies zeigt, dass die eingefügte loxP-flankierte Stopp-Kassette in unserem 
Mausmodell wie beschrieben die Transkription nachfolgender Sequenzen verhindert (Lakso et al, 
1992; Buch et al, 2005) und, dass die Cre-Rekombinase funktioniert.  
ConductinAxin1knock-in-Mäusembryonen zeigten zu keinem der betrachteten Zeitpunkte 
Auffälligkeiten und unterschieden sich makroskopisch nicht von wildtypischen Wurfgeschwistern 
(Abb. 16). In 15,5 Tage alten Embryonen wurde der Cre loxP-vermittelte Rekombinationsstatus in 
verschiedenen Geweben (Gehirn, Herz, Leber, Darm und den Extremitäten) untersucht (Abb. 14). 
In allen heterozygoten ConductinAxin1floxed-Tieren konnte loxP-Rekombination nachgewiesen 
werden, jedoch wies keiner dieser Embryonen in allen untersuchten Geweben das 
Conductin-Axin1knock-in-Allel auf (Abb. 14B). Dies spricht für eine inhomogene EIIa Cre-Aktivität. 
Bei maternaler Vererbung konnte in verschiedenen Organen wie Leber, Darm und Niere 
homogene EIIa Cre-vermittelte Rekombinaseaktivität gezeigt werden (Heffner et al, 2012). Bisher 
wurde nur im Thymus eine unvollständige Rekombinaseaktivität maternal vererbter EIIa Cre 
beschrieben (Heffner et al, 2012).   
Um eine mögliche inhomogene Aktivität der Cre-Rekombinase zu untersuchen, könnte ein 
Cre-Reporterstamm (Muzumdar et al, 2007) verwendet werden. Diese Mäuse besitzen eine in den 
ROSA26-Lokus integrierte Cre-Reporterkassette, die zur Expression von GFP in loxP-
rekombiniertem Gewebe führt (Muzumdar et al, 2007). Nicht rekombiniertes Gewebe dagegen 
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exprimieren RFP (Muzumdar et al, 2007). Auf diese Weise könnte man das Ausmaß der 
Rekombinaseaktivität des EIIa Cre-Transgens in der generierten ConductinAxin1floxed-Mauslinie 
bestimmen. Im Rahmen dieser Arbeit konnten bisher nur die ersten Verpaarungen für diese 
Untersuchungen angesetzt werden. Bei positiven Zuchtergebnissen könnten Untersuchungen 
weiteren Aufschluss darüber geben, ob z.B. heterogene oder stark reduzierte Cre-Aktivität der 
verwendeten EIIa Cre-Mauslinie zum beobachteten Ausbleiben der loxP-vermittelten Deletion in 
ConductinAxin1floxed/Wt-Mäusen bzw. der inhomogenen Deletion in Embryonen führt.  
 
6.1.6 Einfluss von Axin1 und Conductin auf die Embryonalentwicklung von Mäusen 
Die Menge der gesamt Axin-Proteine (d.h. Axin1- und Conductin-Moleküle) hat Einfluss auf die 
Lebensfähigkeit von Mäusen. Mäuse mit heterozygotem Verlust von Axin1 entwickeln sich normal 
(Perry et al, 1995; Xie et al, 2010; Zeng et al, 1997). Im Gegensatz dazu ist homozygoter Verlust 
von Axin1 in Mäusen embryonal letal und führt zum Sterben der Mäuse an Tag 9,5 der Entwicklung 
(Perry et al, 1995; Xie et al, 2010; Zeng et al, 1997). Homozygote Axin1 und Conductin doppel 
knock-out-Mäuse sterben 6,5 dpc und damit zu einem noch früheren Zeitpunkt der 
Embryonalentwicklung (Dissertation Boris Jerchow). Mäuse mit nur einem Axin1-Allel und 
Conductin knock-out zeigen starke Fehlbildungen des Gehirns und Missbildungen des 
Gesichtsschädels (Dissertation Boris Jerchow; Yu et al, 2005).  
Weder in den in dieser Arbeit generierte ConductinAxin1floxed-Mäusen noch in den Conductin-
Reportermausstämmen (de Roo et al, 2017; Lustig et al, 2002) führt hemizygote Conductin 
Expression zu einem Phänotyp. Im Gegensatz dazu sind zu große Mengen an Conductin nicht mit 
adultem Leben von Mäusen vereinbar: Eine Mutation der N-terminalen Tankyrase-Bindedomäne 
von Conductin (Huang et al, 2009) führt in Mäusen zu Stabilisierung von Conductin-Protein (Qian 
et al, 2011). Homozygotie für diese Mutation in Conductin führt zu embryonaler Letalität an Tag 
9,5 der Entwicklung (Qian et al, 2011). In diesen Mäusen ist die Conductin-Proteinmenge doppelt 
so hoch als in Wildtyp-Tieren (Qian et al, 2011).  
Die Mengen an Conductin oszillieren während des Zellzyklus und werden durch CDC20- 
vermittelten Abbau reguliert (Hadjihannas et al, 2012). Die Menge an Axin1-Protein wird durch 
CDC20 nicht beeinflusst (Hadjihannas et al, 2012). Es könnte deshalb sein, dass in 
ConductinAxin1knock-in-Mäusen mehr gesamt Axin-Proteine vorliegen als in Wildtyp-Tieren. Diese 
erhöhte Menge an Axin-Proteinen, könnte die Wnt-Signalwegsaktivität so stark 
herunterregulieren, dass adulte Mäuse unter diesen Bedingungen nicht lebensfähig sind. In der 
von Chia und Costantini generierten Mauslinie, in der Conductin unter der Kontrolle des Axin1-
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Genlokus exprimiert wird, wird kein Axin1-Protein, sondern nur noch Conductin exprimiert (Chia 
und Costantini, 2005). In diesen Tieren könnten zu hohe Conductin-Proteinmengen durch CDC20-
vermittelten Abbau verhindert werden und dazu führen, dass diese Tiere deshalb phänotypisch 
unauffällig sind.  
In dieser Arbeit konnte in keinem adulten Tier das Conductin-Axin1knock-in-Allel detektiert 
werden. Die mit nur 9 % sehr geringe Rate an Nachkommen, in denen das Conductin-Allel 
überhaupt heterozygot vorliegt, spricht für eine hohe Sterberate dieser Tiere. Im Vergleich dazu 
entspricht die Anzahl der heterozygoten Tiere in den untersuchten Embryonen nahezu der 
theoretischen Verteilung von 50 %. Auch konnte in nahezu allen diesen Embryonen (36 von 38) 
nicht nur Heterozygotie des Conductin-Allels, sondern explizit der Axin1 knock-in nachgewiesen 
werden. In dieser Arbeit wurden 12,5 bis 17,5 Tage alte Mausembryonen untersucht. Die 
Embryonen mit Axin1 knock-in unterschieden sich makroskopisch zu keinem der untersuchten 
Zeitpunkte von ihren wildtypischen Wurfgeschwistern (Abb. 16). Auch histologische 
Untersuchungen des Darms und der Leber von 17,5 Tage alten ConductinAxin1knock-in-Embryonen 
zeigten keine Auffälligkeiten (Daten nicht gezeigt).   
Es konnte jedoch in zwei ConductinAxin1floxed/Wt-Embryonen, die heterozygot sowohl positiv für das 
ConductinAxin1floxed-Allel als auch für maternal vererbtes EIIa Cre-Transgen waren, keine Cre-
loxP-Rekombination festgestellt werden (Abb. 12). Wenn die Expression von Axin1 unter der 
Kontrolle des Conductin-Genlokus zum Tod vor der Geburt führt, könnte es sein, dass die fünf 
adulten Tiere mit heterozygotem Conductin-Allel nur deshalb lebensfähig waren, weil in diesen 
Mäusen aufgrund fehlender Aktivität des EIIa Cre-Transgens nie Myc-Axin1 exprimiert wurde.  
Untersuchungen an Mäusen zu früheren Zeitpunkten der Embryonalentwicklung könnten weitere 
Informationen über die Auswirkung des Axin1 knock-in geben. Ob hierbei die unterschiedlichen 
Eigenschaften von Axin1 und Conductin in der Regulation des Wnt-Signalwegs eine Rolle spielen, 
könnte bei einem eindeutig zuordenbaren Phänotyp, weiter untersucht werden.   
 
6.1.7 Cell competition als möglicher Selektionsmechanismus auf das Conductin-Axin1floxed-
Allel 
Das knock-in Allel konnte in adulten Tieren nie (6.1.5) nachgewiesen werden und war auch in 
keinem Embryo homogen in allen untersuchten Geweben nachweisbar (6.1.6). Dies zeigt, dass 
maternale Ererbung des Ella Cre-Transgens des in dieser Arbeit verwendeten Mausstamms nicht 
zur globalen loxP-Rekombination in der ersten Nachkommengeneration führt. Eine weitere 
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Verpaarung dieser Nachkommen mit Ella Cre-Mäusen könnte die Rekombinationshäufigkeit durch 
erneute Rekombinaseaktivität im Zygotenstadium weiter erhöhen. Aufgrund der geringen 
Vererbungsrate des nicht-wildtypischen Conductin-Allels in Verpaarungen mit EIIa Cre-Weibchen 
(Tabelle 1) konnten so jedoch keine weiteren Nachkommen mit heterozygotem Conductin-Allel 
geboren werden.   
Ein Effekt des Targeting-Konstrukts auf die Rekombinaseaktivität ist vermutlich auszuschließen. 
Untersuchungen an 15,5 Tage alten Embryonen zeigten, dass EIIa Cre-vermittelte Deletion der 
Stopp-Kassette prinzipiell in allen untersuchten Geweben stattfinden konnte. Jedoch lag der 
Conducin-Axin1knock-in nie in allen Geweben eines Tieres vor (Abb. 14B). Darüber hinaus konnte 
die in dieser Arbeit verwendete loxP-flankierte Stopp-Kassette bereits in einem anderen 
Mausmodell durch Cre loxP-Rekombination deletiert werden (Buch et al, 2005).   
In Mäusen ist kein Mechanismus bekannt, nachdem Cre-loxP-Rekombination selektiv nur dann 
auftritt, wenn dies nicht schädlich für den Organismus ist. So konnte bereits EIIa Cre-vermittelte 
Rekombinaseaktivität in gefloxten Mausmodellen beobachtet werden, die zum Tod von Mäusen 
im Embryonalstadium (Sodhi et al, 2006) oder wenige Wochen nach der Geburt (Ludes-Meyers et 
al, 2009) führt.  
Die in dieser Arbeit verwendete EIIa Cre-Mauslinie führt vermutlich auch bei maternaler 
Vererbung zu Mosaizismus des gefloxten bzw. des knock-in Allels. Da in den heterozygoten adulten 
Mäusen ausschließlich das gefloxte Allel nachgewiesen werden konnte, könnte Selektionsdruck 
existieren, der zusätzlich zu einem Verlust der Zellpopulation mit dem knock-in Allel führt. In 
Mäusen sind bereits Faktoren bekannt, die zur Expansion einer bestimmten Zellpopulation führen. 
Selbst wenn die genotypisch verschiedenen Zellpopulationen keine Unterschiede hinsichtlich der 
normalen Entwicklungs- und Lebensfähigkeit des Organismus aufweisen existiert eine solche 
Selektion. Zellen mit höherer c-Myc-Expression können Zellen mit weniger c-Myc im Epiblasten 
auskonkurrieren (Claveria et al, 2013). Dieser Prozess beruht auf Apoptose von Zellen, die 
aufgrund geringerer Mengen an c-Myc auch eine niedrigere Proteinsyntheserate aufweisen 
(Claveria et al, 2013). C-Myc ist ein Zielgen des Wnt/-Catenin-Signalwegs (He et al, 1998). In 
Zellkulturexperimenten kann Axin1 mehr -Catenin im Zellkern abbauen als Conductin (Bernkopf 
et al, 2015). ConductinAxin1knock-in/Wt Zellen haben deshalb potentiell eine höhere Kapazität die Wnt-
Signalwegsaktivität zu verringern als ConductinAxin1floxed/Wt Zellen. So könnten die 
ConductinAxin1knock-in/Wt Zellen aufgrund geringerer c-Myc Expression ausselektioniert werden. Der 
Wnt/-Catenin-Signalweg ist in der Embryonalentwicklung von Mäusen essentiell für die Bildung 
des Mesoderms aus pluripotenten Epiblastenzellen (Huelsken et al, 2000; Liu et al, 1999). Es 
konnte gezeigt werden, dass erhöhte Axin1 Expression in Epiblastenstammzellen die 
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Differenzierung fördert (Kim et al, 2013). Im Gegensatz dazu erhöht Überexpression von 
Conductin die Selbsterneuerungskapazität von Epiblastenstammzellen (Kim et al, 2013). Die 
c-Myc-abhängige Selektion von Zellpopulationen findet bereits vor Tag 9 der 
Embryonalentwicklung statt (Claveria et al, 2013).  In den in dieser Arbeit genetisch 
charakterisierten Mausembryonen, konnte zu späteren Zeitpunkten der Embryonalentwicklung 
(Tag 12,5 bis 17,5) immernoch das knock-in Allel detektiert werden. Auf diese Weise könnte die 
c-Myc-abhängige cell competition vermutlich zum Mosaizismus in ConductinAxin1floxed/Wt-
Embryonen, nicht aber zur kompletten Abwesenheit des loxP-deletierten Allels in adulten Mäusen 
beitragen.   
Es gibt weitere cell competition-Mechansimen, die in Mäusen gezeigt werden konnten. So wurde 
auch ein p53-abhängiger Mechanismus beschrieben, der zur Selektion verschiedener, jedoch nicht 
phänotypisch unterschiedlicher Zellpopulationen während der Embryonalentwicklung und in 
adultem Gewebe beiträgt (Zhang et al, 2017).   
Es könnten also verschiedene Selektionsmechanismen zum auftretenden Mosaik im 
Embryonalstadium und zur Abwesenheit eines nachweisbaren knock-in Allels in adulten 
ConductinAxin1floxed-Mäusen beitragen. 
 
6.1.8 Erzeugen der ConductinConductinfloxed-Mauslinie und Ausblick 
Als Kontroll-Mausmodell für die ConductinAxin1knock-in-Mauslinie, sollte eine ConductinConductinknock-in-
Mauslinie generiert werden. Das hierfür verwendete Vektorkonstrukt entspricht dem 
pRF2-Ax2Ki-MycAxin1-Vektorkonstrukt mit dem Unterschied, dass anstelle der Axin1 cDNA-
Sequenz die Conductin cDNA-Sequenz integriert wurde (Abb. 17). Auch das ConductinConductinfloxed-
Allel sollte einem Conductin knock-out entsprechen. Die Expression von Myc-getaggtem 
Conductin sollte keine Auswirkungen auf Mäuse haben (Chia und Costantini, 2005). Der knock-in 
von Myc-getaggtem Conductin in den Conductin-Genlokus sollte deshalb zu keinen Auffälligkeiten 
führen.  
Es konnten zwei ESZ-Klone mit korrekt rekombiniertem Conductin-Genlokus identifiziert werden 
(Abb. 18). Es konnten aus Injektionen mit beiden Zellklonen chimäre Männchen geboren werden. 
In nachfolgenden Verpaarungen von chimären Männchen mit C57BL/6N Weibchen konnten keine 
Nachkommen geboren werden, in denen Keimbahntransmission nachgewiesen werden konnte. 
In dieser Arbeit wurde ein weiterer korrekt rekmobinierter ConductinConductinfloxed ESZ-Klon erzeugt 
(Daten nicht gezeigt), der für weitere Injektionen zur Generierung der ConductinConductinfloxed-
Mauslinie verwendet werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit konnten keine weiteren 
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Blastozysteninjektionen durchgeführt werden.  
Wenn aus Verpaarung von ConductinConductinfloxed-Mäusen mit EIIa Cre-Tieren auch keine knock-in 
Mäuse geboren werden, würde das für einen Phänotyp der verwendeten Targetingstrategie und 
nicht für einen Axin1-abhängigen Phänotyp sprechen.   
In dieser Arbeit konnte ein neues Mausmodell generiert werden, dass in Zukunft in vivo 
Untersuchungen zu Unterschieden von Axin1 und Conductin ermöglichen kann. Der in der 
ConductinAxin1floxed-Mauslinie getargetete Genlokus führt zu einem Verlust der Conductin-
Expression. Nach loxP-Rekombination wird Myc-getaggtes Axin1 in Abhängigkeit der Wnt-
Signalwegsaktivität exprimiert. Auch wenn aus noch nicht geklärten Gründen in dieser Arbeit kein 
globaler Axin1 knock-in erzeugt werden konnte, kann die generierte Mauslinie durch 
gewebespezifische Cre-loxP-Rekombinaton zur Untersuchung funktioneller Unterschiede 
verwendet werden. So ist der Wnt/-Catenin-Signalweg essentiell dafür, die 
Selbsterneuerungskapazität epithelialer intestinaler Stammzellen aufrecht zu erhalten und damit 
für die Gewebehomöostase des intestinalen Epitheliums. Außerdem konnte die Rolle aberranter 
Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs bei der Darmkrebsentstehung bereits in 
verschiedenen Mausmodellen rekapituliert werden.  In Zukunft könnte die ConductinAxin1floxed-
Mauslinie, z.B. durch spezifischen Axin1 knock-in in den Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes, 
eine aussichtsreiche Möglichkeit bieten, die Unterschiede von Axin1 und Conductin weiter zu 
untersuchen.  
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6.2. Die Rolle des kanonischen Wnt-Signalwegs und Komponenten des -Catenin- 
Abbaukomplexes bei der Krebsentstehung   
Das Onkogen -Catenin ist der Haupteffektor des kanonischen Wnt-Signalwegs.  
Die biologische Bedeutung des kanonischen Wnt-Signalwegs und seine genaue Regulierung durch 
den -Catenin-Abbaukomplex konnte aufgrund seiner Rolle bei der Krebsentstehung gezeigt 
werden. In über 90 % der Kolorektalkarzinome treten aktivierende Mutationen des Wnt-
Signalwegs auf (TCGAN, 2012). So prädisponieren beispielsweise ererbte als auch sporadische 
Mutationen des Tumorsuppressors APC, die die Integrität des Abbaukomplexes beeinflussen und 
deshalb zu einer Akkumulation von -Catenin und überhöhter Wnt-Zielgenexpression führen, zur 
Darmkrebsentstehung (Polakis, 2012).  
Amer1 wurde als negativer Regulator des Wnt-Signalwegs beschrieben, der mit den 
Abbaukomplexkomponenten APC, Axin1/Conductin und -Catenin interagieren kann (Grohmann 
et al, 2007; Major et al, 2007; Tanneberger et al, 2011a). Amer1 ist in bis zu 10 % der kolorektalen 
Tumore mutiert (TCGAN, 2012; Rashid et al, 2015; Sanz-Pamplona et al, 2015). Die Rolle von 
Amer1 in Tumorentstehung und -progression, auch bei gemeinsamen Auftreten mit Krebs-
assoziierten APC Mutationen, ist noch nicht bekannt. In dieser Arbeit wurde deshalb der Einfluss 
von Amer1 und APC Mutationen auf den tumorigenen Wnt-Signalweg in knock-out- und Rescue-
Zellkulturmodellen untersucht. 
 
6.2.1 Amer1 knockdown und knock-out Untersuchungen führen zu unterschiedlichen 
Ergebnissen 
Die bisherigen Erkenntnisse über Amer1 Funktionen im Wnt-Signalweg beruhen zum großen Teil 
auf transienten Überexpressions- oder knockdown-Experimenten. Obwohl Amer1 Mutationen in 
signifikantem Ausmaß in Kolorektalkarzinomen auftreten (TGCAN, 2012), sind die Auswirkungen 
genomischer Mutationen von Amer1 auf den Wnt-Signalweg bisher noch nicht untersucht 
worden. In Zelllinien, die stabil ein Reportersystem zum Nachweis der transkriptionellen Aktivität 
von -Catenin exprimieren (pBAR/Renilla), konnte gezeigt werden, dass Amer1 als negativer 
Regulator des Wnt-Signalwegs fungieren kann (Major et al, 2007). So wurde in HEK 293T Zellen 
und in RKO-Kolonkarzinomzellen die mit Wnt3A-konditioniertem Medium stimulierte 
Wnt/-Catenin Reportergenaktivität durch zusätzlichen knockdown von Amer1 weiter erhöht 
(Major et al, 2007). Auf Proteinebene ist die Erhöhung der Menge an zytoplasmatischem -Catenin 
ein Merkmal für die Aktivierung des Wnt/-Catenin-Signalwegs. Eine Erhöhung an 
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zytoplasmatischem -Catenin konnte in diesen Untersuchungen jedoch nur in RKO-Zellen und 
nicht in HEK 293T Zellen detektiert werden (Major et al, 2007). Auch nach Aktivierung des Wnt-
Signalwegs durch Überexpression einer dominant-aktiven Variante von LRP6 führt der zusätzliche 
knockdown von Amer1 zu einer weiter erhöhten Aktivierung des Signalwegs (Tanneberger et al, 
2011a). 
In dieser Arbeit konnten diese Ergebnisse in pBAR/Renilla HEK 293T Zellen bestätigt werden. In 
Reporterassays in mit Wnt3A-konditioniertem Medium stimulierten Zellen konnte nach 
transientem knockdown von Amer1 mit siRNA eine statistisch signifikante zusätzliche Aktivierung 
der transkriptionellen Aktivität von -Catenin beobachtet werden (Abb. 19A). Auch eine schwache 
Erhöhung der Menge an zytoplasmatischem -Catenin konnte nach knockdown von Amer1 in 
Proteinlysaten Wnt3A-stimulierter pBAR/Renilla HEK 293T Zellen detektiert werden (Abb. 19B).
   
Um die Rolle genomischer Amer1 Mutationen zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit mittels 
CRISPR/Cas9 pBAR/Renilla HEK 293T Zellklone erzeugt, die nur noch N-terminal, innerhalb der 
Membranlokalisationsdomäne, trunkiertes Amer1 translatieren (Abb. 20A). Mit einem Antikörper, 
der gegen die Aminosäuren 2 – 285 des Amer1-Proteins gerichtet ist (Grohmann et al, 2007) kann 
in diesen Klonen kein Amer1-Protein mehr detektiert werden (Abb. 20B).  In -Catenin-
abhängigen Reporterassays zeIgen die Amer1 KO-Zellen sowohl im nicht-stimulierten Zustand 
(Abb. 20C), als auch nach Wnt3A-Stimulation (Abb. 20D) eine signifikant erhöhte 
Reportergenaktivität im Vergleich zu weiterhin Amer1 exprimierenden Kontroll-Zellen. In den 
pBAR/Renilla Amer1 KO-Zellklonen konnte ebenfalls eine schwache Erhöhung der Menge an 
zytoplasmatischem -Catenin detektiert werden (Abb. 20B).  Jedoch konnte weder durch 
transiente Überexpression von Amer1 (Daten nicht gezeigt), noch durch Doxycyclin-induzierte 
Überexpression von Flag-Amer1 die Reportergenaktivität in diesen Zellen wieder reduziert 
werden (Abb. 21). Diese Ergebnisse sprechen nicht dafür, dass der Verlust von Amer1 zum Anstieg 
der Wnt-Signalwegsaktivität führte. Wahrscheinlicher ist, dass off-target Effekte der CRISPR/Cas9 
Behandlung unabhängig von der in Amer1 eingefügten genomischen Mutationen zum 
konstitutiven Anstieg der Aktivität des stabil integrierten Reportergens führte. 
Für weitere Untersuchungen wurde die parentale HEK 293T Zelllinie verwendet.  
Mittels CRISPR/Cas9 wurden HEK 293T Zellklone generiert, die ebenfalls nur noch N-terminal, 
innerhalb der Membranlokalisationsdomäne, trunkiertes Amer1 translatieren (Abb. 22). 
Überaschenderweise zeigen diese Amer1 KO-Zellklone nach Stimulation mit Wnt3A-
konditioniertem Medium in transienten -Catenin-abhängigen Reporterassays keine zusätzliche 
Aktivierung des Wnt-Signalwegs (Abb. 23). Auch die Menge an zytoplasmatischem -Catenin ist 
  6. Diskussion 
 
87 
 
im Vergleich zu Amer1-wildtypischen Zellklonen nicht erhöht (Abb. 22B). Unterschiede zwischen 
Amer1 knockdown und loss-of-function Mutationen konnten ebenfalls in Untersuchungen an 
Zebrafischen festgestellt werden. Während der knockdown von Amer1 zur Dorsalisierung führt, 
zeigen Tiere mit loss-of-function Mutationen von Amer1 keinen offensichtlichen Phänotyp (Große 
et al, 2019).      
Unterschiede zwischen knockdown und knock-out Phänotypen wurden bereits in verschiedenen 
Modellorganismen wie Zebrafisch und Maus beobachtet (El-Borosy und Stainier, 2017). Ein 
Modell, wie nonsense-Mutationen eines Gens zur erhöhten Expression verwandter Gene führen 
kann, die dann die Funktion des mutierten Gens übernehmen, wird als genetische Kompensation 
bezeichnet. In zwei kürzlich veröffentlichten Studien, wurde gezeigt, dass Mutationen, die zu 
einem vorzeitigen Stoppkodon in der mutierten mRNA führen, die Transkription verwandter Gene 
erhöhen können (El-Borosy et al, 2019; Ma et al, 2019). Verkürzte mRNA-Fragmente können im 
Zellkern, vermutlich durch Bindung komplementärer Nukleotidsequenzen und Interaktion mit 
dem COMPASS (complex of proteins associated with Set1) Proteinkomplex, zu aktivierenden 
Histonmodifikationen an Promotoren verwandter Gene führen (El-Borosy et al, 2019; Ma et al, 
2019).  
Mögliche, bei Amer1 KO auftretende, genetische Kompensationsmechanismen konnten in dieser 
Arbeit nicht detailliert untersucht werden. Eine Hochregulierung von Amer2, einem Paralog von 
Amer1, das ebenfalls als negativer Regulator des Wnt-Signalwegs charakterisiert wurde (Pfister et 
al, 2012), konnte in den generierten Amer1 KO-Zellklonen jedoch nicht beobachtet werden 
(Abb. 24). In Zebrafischen führt der Verlust von Amer1 ebenfalls nicht zu veränderter Expression 
der Paraloge Amer2 und Amer3 (Große et al, 2019).  
Die Proteindomänen der verschiedenen Amer-Proteine weisen keine Sequenzhomologien zu 
Proteindomänen mit bekannten Funktionen anderer Gene auf (Boutet et al, 2010). Deshalb 
könnte sein, dass die Diskrepanz der Ergebnisse von transientem knockdown- und genetischem 
knock-out aufgrund von kompensatorischen Mechanismen zustande kommt, die zu 
Veränderungen der Expression von weiteren, bisher noch nicht in diesem Zusammenhang 
untersuchten Genen führt.   
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6.2.2 Der Verlust von APC führt in HEK 293T Zellen zu einem konstitutiven Anstieg der 
Wnt-Signalwegsaktivität durch Stabilisierung von -Catenin   
Genomische loss-of-function Mutationen von Amer1 führten in HEK 293T Zellen nicht zum Anstieg 
der Wnt-Signalwegsaktivität. Durch die Erzeugung von APC-mutierten Zelllinien in dieser Arbeit 
sollte gezeigt werden, dass durch Mutationen von -Catenin-Abbaukomplexkomponenten in HEK 
293T Zellen die Aktivität des Signalwegs beeinflusst werden kann. Im weiteren Verlauf dieser 
Arbeit wurden, durch zusätzliches Mutieren von Amer1, die Auswirkungen des gemeinsamen 
Auftretens von Mutationen in APC und Amer1 untersucht.   
Es wurden mittels CRISPR/Cas9 HEK 293T Zellklone generiert, in denen APC nur noch N-terminal 
trunkiert vorliegt. In diese APC-mutierten Zellen wurden Frameshift-Mutationen eingeführt, 
sodass vorzeitige Stoppkodons vor Aminosäureposition 276 entstanden. So verkürzte APC-
Transkripte sind vermutlich instabil (Dihlmann et al, 1999). In Proteinlysaten dieser Klone konnte 
mit einem Antikörper, der gegen die ersten 433 Aminosäuren von APC gerichtet ist, konnte kein 
APC-Protein mehr nachgewiesen werden (Abb. 25B). In den APC KO-Zellen zeigte sich ein 
dramatischer Anstieg der Wnt-Signalwegsaktivität (Abb. 26). Auch auf Proteinebene konnten 
Kennzeichen für erhöhte Wnt-Signalwegsaktivität detektiert werden. So war die Menge an 
zytoplasmatischem -Catenin in Zelllysaten stark erhöht und in Immunfluoreszenzfärbungen 
zeigte sich eine starke Anreicherung von -Catenin im Zellkern (Abb. 25B und C). Diese Daten 
bestätigen auf genetische Weise die dominante Rolle von APC als negativer Regulator des Wnt-
Signalwegs in einem zellulären System. In Western Blot Versuchen konnte außerdem ein 
downshift der detektierten Axin1 Proteinbande in den APC KO-Zellen beobachtet werden, der 
vermutlich weniger phosphoryliertes Axin1 zeigt (Abb. 25B). Die Aktivierung des Wnt-Signalwegs 
führt zur Dephosphorylierung von Axin1 und verringert die Bindeaffinität von Axin1 und -Catenin 
(Kim et al, 2013; Strovel et al, 2000; Willert et al, 1999; Yamamoto et al, 1999). In Untersuchungen 
in einer Drosophila-Zelllinie konnte gezeigt werden, dass APC eine Funktion in der Regulierung der 
Phosphorylierungszustände von Axin hat und knockdown von APC zu Dephosphorylierung von 
Axin führt (Tacchelly-Benitez et al, 2018). Der in den HEK 293T APC KO-Zellen beobachtete 
downshift der Axin1 Proteinbande legt eine ähnliche Funktion von APC für die Phosphorylierung 
von Axin1 in Säugerzellen nahe.   
Es konnte somit durch eingefügte genomische Mutationen, ein loss-of-function des 
Tumorsuppressors APC in HEK 293T Zellen erzielt werden, der einen dramatischen Anstieg der 
Wnt-Signalwegsaktivität zur Folge hatte. Auf diese Weise konnte die zentrale Rolle von APC als 
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negativer Regulator des Signalwegs bestätigt werden.  
 
6.2.3 Krebs-assoziierte APC Mutationen in der MCR führen in HEK 293T Zellen zu einem 
konstitutiven Anstieg der Wnt-Signalwegsaktivität 
In kolorektalen Tumoren treten APC Mutationen in beiden Allelen in Abhängigkeit voneinander 
auf (Albuquerque et al, 2002; Christie et al, 2013; Crabtree et al, 2003). Bei LOH existiert in den 
meisten Fällen weiterhin nur ein innerhalb der MCR trunkiertes APC-Allel. Um den Einfluss von 
Krebs-assoziierten APC Mutationen innerhalb der MCR zu untersuchen, wurden HEK 293T 
Zellklone generiert, die eine Trunkierung in APC nach dem zweiten 20-aa-Repeat aufweisen und 
dadurch nur noch verkürztes APC translatieren, das keine CID mehr besitzt (Abb. 27A). Das so 
trunkierte APC-Protein ist stabil und konnte in Western Blot Experimenten mit einem 
Molekulargewicht von ca. 250 kDa detektiert werden (Abb. 27B). Nicht-verkürztes APC war nicht 
mehr nachweisbar, sodass jeweils alle APC Allele in diesen Zellen betroffen waren.  
Wie erwartet zeigen diese APC-trunkierten Klone ebenfalls eine stark erhöhte Proteinmenge an 
-Catenin im Vergleich zu wildtypischen Kontrollen (Abb. 24B).  Auch diese Zellen zeigten, wie die 
APC KO-Zellen (6.2.2) Kennzeichen eines stark aktivierten kanonischen Wnt-Signalwegs. So liegt 
-Catenin auch in den APC-trunkierten Zellen hauptsächlich im Zellkern vor (Abb. 27C) und auch 
die Aktivität in -Catenin-abhängigen Reporterassays ist dramatisch erhöht (Abb. 28). Die APC-
trunkierten Klone zeigten in den Untersuchungen eine ähnlich starke Stablisierung von -Catenin 
wie die APC KO-Zellklone. Auch in -Catenin-abhängigen Reporterassays konnte kein statistisch 
relevanter Unterschied zwischen den APC-trunkierten und den APC KO-Zellklonen detektiert 
werden.  
Es ist bekannt, dass trunkierte APC-Proteine weiterhin eine Restkapazität besitzen, die Wnt-
Signalwegsaktivität zu regulieren (Kohler et al, 2009). Diese Kapazität hängt vom Ausmaß der 
Trunkierung ab. So reduzieren längere Proteine die Signalwegsaktivität stärker als kürzere 
(Chandra et al, 2012; Kohler et al, 2009; Rosin-Arbesfeld et al, 2003). In vielen dieser 
Untersuchungen wurden die verkürzten APC-Konstrukte jedoch transient überexprimiert. Auf 
diese Weise könnte es sein, dass der reprimierende Effekt der überexprimierten APC-Konstrukte 
im Vergleich zu dem in den stabilen Klonen vorliegenden, niedrigeren endogenen 
Expressionsniveau von APC stark hervorgehoben dargestellt wird. Auch in HEK 293T Zellklonen mit 
unterschiedlichen APC-Trunkierungen konnten bereits Unterschiede in der Kapazität der 
Signalwegsaktivierung gezeigt werden (Novellasdemunt et al, 2017). Es wurde jedoch ein anderes 
transientes Reportersystem zum Nachweis der -Catenin-abhängigen Transkription verwendet als 
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das in dieser Arbeit, was diese unterschiedlichen Ergebnisse erklären könnte. Verschiedene 
Wnt/-Catenin-Reportersysteme, können sich stark in Sensitivität und Wertebereich 
unterscheiden (Biechele & Moon, 2008).    
 
6.2.4 Mutationen weiterer Wnt-Signalwegskomponenten treten in APC-mutierten Tumoren auf 
und beeinflussen zusätzlich die Aktivität der Wnt-Signalkaskade 
Mutationen in APC werden in dem von Kinzler und Vogelstein beschriebenen Modell der Adenom-
Karzinom-Sequenz als der initiale Schritt der Darmkrebsentstehung bezeichnet (Kinzler und 
Vogelstein, 1996). In der bereits erwähnten Studie des Cancer Genome Atlas Network (TCGAN, 
2012) wurden neben Mutationen von APC ebenfalls Mutationen in 16 weiteren mit dem Wnt-
Signalweg assoziierten Genen gefunden. Viele dieser Mutationen wurden zusätzlich zu APC 
Mutationen gefunden, was vermuten lässt, dass multiple Läsionen des Wnt-Signalwegs zu einem 
selektiven Vorteil von Darmkrebszellen beitragen können. In Tumoren wurden z.B. zusätzlich zu 
Wnt-aktivierenden Mutationen des APC-Gens somatische Mutationen in CTNNB1, DKK1-4, 
TCF7L2, Conductin und Amer1 detektiert (TCGAN, 2012).   
Auch in verschiedenen funktionellen Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass 
weitere Wnt-Signalwegskomponenten auch in APC-trunkierten Kolorektalkarzinomzellen die 
Aktivität des Wnt-Signalwegs und damit potentiell Tumorwachstum und -progression 
beeinflussen können. Dies gilt z.B. für Komponenten, die den Wnt-Signalweg upstream des 
Abbaukomplexes regulieren können: So wird die dauerhafte Aktivierung des Wnt-Signalwegs auch 
in APC-trunkierten Zelllinien durch anhaltende Sekretion von Wnt-Liganden beeinflusst 
(Voloshanenko et al, 2013). Diese Aktivität kann durch knockdown der Transmembran-Proteine 
Wls/Evi, die für die Sekretion von Wnt-Liganden essentiell sind (Bänziger et al, 2006; Bartscherer 
et al, 2006), herunterreguliert werden (Voloshanenko et al, 2013). Auch durch Expression 
bestimmter extrazellulärer Wnt-Antagonisten, secreted frizzled related proteins (SFRPs), kann die 
Wnt-Signalwegsakitvität in APC-trunkierten SW480 Zellen herunterreguliert werden (Suzuki et al, 
2004). Außerdem konnte gezeigt werden, dass auch in APC-trunkierten Zellen Proteine des 
Abbaukomplexes weiterhin die -Catenin-abhängige Transkription beeinflussen. Der Arzneistoff 
Pyrvinium erhöht die Aktivität von CK1 (Thorne et al, 2010). Dadurch wird die Stabilität von Axin1 
im Zytoplasma erhöht und der Abbau des transkriptionellen Koaktivators Pygopus im Zellkern 
gefördert (Thorne et al, 2010). Überexpression von Axin1 oder Conductin fördert auch in APC-
trunkierten Zellen den Abbau von -Catenin (Behrens et al, 1998; Hart et al, 1998; Kishida et al, 
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1999). Durch Inhibierung der Tankyraseaktivität kann Axin1 stabilisiert werden (Huang et al, 2009) 
und auf diese Weise ebenfalls die Wnt-Signalwegsaktivität in SW480 Zellen vermindert werden 
(Huang et al, 2009). Der Verlust des deubiquitinylierendem Enzyms USP7 (ubiquitin-specific 
peptidase 7) führt nur in APC-trunkierten Zellen zu verringerter -Catenin-Konzentration, hat 
jedoch unter normalen physiologischen Bedingungen keinen Einfluss auf die Aktivität des Wnt-
Signalwegs (Novellasdemunt et al, 2017).  
In der COSMIC-Datenbank sind insgesamt 261 Tumorproben aus Kolorektalkarzinomen mit 
funktionellen Mutationen in Amer1 annotiert. 185 davon besitzen ebenfalls eine oder mehrere 
funktionelle Mutationen im APC-Gen. 183 der detektierten Mutationen in Amer1 sind Nonsense- 
oder Frameshift-Mutationen, die zu einer Trunkierung des Proteins führen. In 120 dieser 
Tumorproben liegen sowohl in Amer1, als auch in APC Trunkierungsmutationen vor. Diese Daten 
könnten dafür sprechen, dass Amer1 Mutationen einen zusätzlichen Selektionsvorteil für APC-
mutierte Krebszellen mit aktiviertem Wnt-Signalweg, haben können. 
  
6.2.5 Amer1 beeinflusst den Wnt-Signalweg in APC-mutierten Zellen nicht 
Um eine mögliche synergistische Wirkung von Amer1 Mutationen mit Wnt-aktivierenden APC 
loss-of-function Mutationen zu untersuchen, wurden HEK 293T Zellen generiert, die zusätzlich zum 
bereits beschriebenen APC KO ebenfalls einen Amer1 KO aufweisen. Hierfür wurden in die in 
Abschnitt 6.2.2 beschriebenen APC KO-Zellen, zusätzliche loss-of-function Mutationen in Amer1 
eingefügt. Wie in Abbildung 25 gezeigt, kann in den doppel-KO-Zellen weder full-length Amer1- 
noch APC-Protein nachgewiesen werden. Die APC-Amer1 doppel-KO-Zellklone weisen alle eine 
stark erhöhe Aktivität des kanonischen Wnt-Signalwegs auf. Dies kann in transienten -Catenin-
abhängigen Reporterassays gezeigt werden (Abb. 26). Auch auf Proteinebene kann dies durch die 
starke Erhöhung der endogenen -Catenin-Proteinmenge in Zelllysaten und in 
Immunfluorszenzfärbungen durch die Anreicherug von -Catenin im Zellkern gezeigt werden 
(Abb. 25B und C). Vergleicht man die APC-KO mit den APC und Amer1 doppel KO-Zellklonen, zeigt 
sich in -Catenin-abhängigen Reporterassays keine Veränderung durch einen zusätzlichen KO von 
Amer1 (Abb. 26). Auch in Proteinlysaten führt der zusätzliche Verlust von Amer1 zu keinem 
statistisch relevanten Unterschied hinsichtlich der Menge an zytoplasmatischem -Catenin. In 
Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen, ließ sich auch in Immunfluoreszenzfärbungen kein 
quantifizierbarer Unterschied in der Menge an -Catenin im Zellkern feststellen (Abb. 25C). In 
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keiner der Untersuchungen konnte ein zusätzlicher Effekt des Verlustes von Amer1 auf APC-
mutierte HEK 293T Zellen beobachtet werden. 
In der MCR trunkierten APC-Proteine besitzen weiterhin die Armadillo-Repeat Domäne, über die 
sie mit Amer1 Interagieren können (Grohmann et al, 2007; Tanneberger et al, 2011a; Zhang und 
Akyildiz et al, 2015). In den generierten N-terminal verkürzten APC KO-Zellen sollten, aufgrund des 
Verlustes großer Teile der Armadillo-Repeat Domäne, APC und Amer1 nicht mehr direkt 
interagieren. Es könnte sein, dass nur in APC-mutierten Zellen, in denen verkürzte APC-Proteine 
weiterhin an Amer1 binden können, der zusätzliche Verlust von Amer1 funktionelle Auswirkungen 
hat, die zu einem Selektionsvorteil für Tumorzellen führen.  
Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden auch Zellklone mit Mutationen innerhalb der MCR 
von APC mit zusätzlichem Amer1 KO generiert. Hinsichtlich ihrer Wnt-Signalwegsaktivität 
unterscheiden sich diese Zellklone nicht von APC-trunkierten Zellen, die weiterhin Amer1 
exprimieren. Auch hier konnte weder in der Menge an zytoplasmatischem -Catenin, noch in 
-Catenin-abhängigen Reporterassays ein statistisch relevanter Unterschied detektiert werden 
(Abb. 27). 
SW480 ist eine kolorektale, epitheliale Adenokarzinom Zelllinie, in der -Catenin stabilisiert im 
Zellkern vorliegt. SW480 Zellen besitzen eine homozygote APC-Trunkierung bei Aminosäure 1338 
(Rowan et al, 2000) und u.a. Mutationen im Ras-Protoonkogen und im TP53-Gen. Auch aus dieser 
Zelllinie konnten Amer1 KO-Klone generiert werden (Abb. 30). In dieser Zelllinie führte der Verlust 
von Amer1 ebenfalls weder zu erhöhter Stabilisierung von -Catenin auf Proteinebene, noch zur 
Erhöhung der -Catenin-abhängigen Transkription (Abb. 30). In weiteren Untersuchungen konnte 
in Wachstums-und Migrationsassays kein Unterschied zwischen Amer1 exprimierenden Zellen 
oder KO-Zellen detektiert werden (Abb. 31). Im Gegensatz dazu wurde in einer kürzlich 
veröffentlichten Studie ein Einfluss von Amer1 auf die Migrationsrate von SW480 Zellen gezeigt 
(Zhu et al, 2019). Dieser Effekt wurde in diesen Untersuchungen jedoch nur in transienten 
Experimenten mit siRNA-vermitteltem knockdown von Amer1 gezeigt (Zhu et al, 2019).  
Zusammengefasst spiegeln die Daten der in dieser Arbeit generierten loss-of-function Zelllinien 
die wichtige Funktion von APC im Wnt/-Catenin-Signalweg dar. Ein APC KO oder eine Tumor-
assoziierte Trunkierungsmutation in APC innerhalb der MCR, führen zur Stabilisierung von 
-Catenin und damit zu einem pathologischen Anstieg der -Catenin-abhängigen Transkription.  
Der knock-out von Amer1, auch zusätzlich zu Wnt-aktivierenden APC Mutationen, zeigte in den in 
dieser Arbeit generierten Zelllinien keinen weiteren Einfluss auf die Signalwegsaktivität.  
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In einem Mausmodell unserer Arbeitsgruppe führt Cre-vermittelter intestinaler knock-out von 
Amer1 ebenfalls nicht zur Erhöhung der Expression von Wnt-Zielgenen in Darmepithelzellen 
(Daten Susann Berger). Auch in APCMin-Mäusen, einem Mausmodell für die intestinale 
Tumorentstehung (Su et al, 1992; Moser et al, 1995), führt ein zusätzlicher intestinaler knock-out 
von Amer1 nicht zu erhöhter Expression von Wnt-Zielgenen und zeigt keinen Einfluss auf die 
Tumorentstehung (Daten Susann Berger).   
Es könnte sein, dass in APC mutierten Zellen der Wnt-Signalweg bereits so stark aktiviert ist, dass 
Amer1 keinen zusätzlichen relevanten Beitrag zur Regulierung der Signalwegsaktivität leistet. Es 
konnte zwar bereits gezeigt werden, dass trotz pathologischer Aktivierung des Wnt-Signalwegs 
durch APC Mutationen, der Wnt-Signalweg auch auf Ebene des Abbaukomplexes durch 
Modulierung der CK1-Aktivität (Thorne et al, 2010) oder der Stabilisierung von Axin1 (Behrens 
et al, 1998; Huang et al, 2009) weiterhin beeinflusst werden kann. Die in dieser Arbeit erzielten 
Ergebnisse sprechen jedoch nicht für einen zusätzlichen Einfluss von Amer1 auf die Wnt-
Signalwegsaktivität in diesem Kontext. 
In DLD-1 Zellen ist Amer1 bei Aminosäureposition 582 trunkiert. Mutationen, die zu einem 
Stoppkodon an dieser Aminosäureposition führen, wurden bereits in Tumoren von 
Darmkrebspatienten nachgewiesen. In dieser Zelllinie sollte untersucht werden, ob diese 
Mutation und das dadurch hervorgerufene Fehlen von translatiertem full-length Amer1-Protein, 
in Kolorektaltumorzellen funktionelle Auswirkungen hat. Außerdem besitzen DLD-1 Zellen eine 
Frameshift-Mutation im Kodon 1416 von APC, die zu einer Trunkierung bei Aminosäure 1417 führt 
(Rowan et al, 1999) und eine Punktmutation im TP53-Gen. Durch stabile Transfektion konnten 
Amer1-Rescue Zelllinien generiert werden, die Doxycyclin-abhängig Flag-getaggtes full-length 
Amer1 exprimieren. Nach Doxycyclinbehandlung wurde Flag-getaggtes Amer1 50fach höher als 
die endogene, verkürzte Variante von Amer1 exprimiert (Abb. 34). Diese induzierte Amer1 
Expression beeinflusst die Aktivität des Wnt-Signalwegs weder auf Zielgen RNA-, noch auf 
Protein-, oder Reportergenebene (Abb. 34 und 35). Amer1-Rescue zeigt keine Auswirkungen auf 
das Zellwachstum (Abb. 36). Doxycyclinbehandlung erhöhte die Migrationsrate auch in parentalen 
DLD-1 Zellen, sodass hier keine Erkenntnisse über den Einfluss von full-length Amer1 gemacht 
werden konnten. Somit konnten nach Reexpression von Amer1 keine Veränderungen in DLD-1 
Karzinomzellen festgestellt werden.  
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6.2.6 Kontext-spezifische Auswirkungen von Amer1 Mutationen in kolorektalen Tumoren 
In dieser Arbeit wurde ein Großteil der Versuche in HEK 293T Zellen durchgeführt. Mutationen 
von Amer1 in dieser embryonalen Nierenzelllinie haben nicht zwangsläufig die gleichen 
Auswirkungen wie in humanen Kolorektalkarzinomzellen.   Es könnte sein, dass in dieser Zelllinie 
LOF-Mutationen von Amer1 keinen Einfluss auf die Aktivität des Wnt-Signalwegs haben. In einem 
Amer1 KO-Mausmodell hat der Verlust von Amer1 nur in mesenchymalen Zellen phänotypische 
Auswirkungen und führt z.B. zu aberranter Wnt-Signalwegsaktivierung in mesenchymalen 
Vorläuferzellen (Moisan et al, 2011). Die in dieser Arbeit zur Untersuchung von Amer1 
verwendeten Zelllinien sind alle epithelial.   
In einer 2018 veröffentlichten Studie konnte ein Zusammenhang zwischen dem Amer1 
Mutationsstatus und dem progressionsfreien Überleben von Darmkrebspatienten im 
fortgeschrittenen Krankheitsstadium hergestellt werden (De Nicola et al, 2018). In Patienten mit 
kolorektalen Tumoren, die Mutationen im APC- und TP53-Gen aufweisen, korreliert das 
progressionsfreie Überleben negativ damit, dass sie zusätzlich keine Mutationen in Amer1, 
TCF7L2, FBXW7, Sox9 und CTNNB1 haben (De Nicola et al, 2018). Dieser Zusammenhang besteht 
nur, wenn alle Gene der genannten Signatur nicht-mutiert sind (De Nicola et al, 2018). Diese Daten 
könnten darauf hindeuten, dass Amer1 Mutationen, erst im späteren Krankheitsstadium von 
Krebserkrankungen eine Funktion haben könnten. Amer1 Mutationen beeinflussen dann nur in 
Kombination mit zusätzlichen Mutationen in weiteren Genen dieser Gruppe das Krankheitsbild. 
Die in dieser Arbeit verwendeten HEK 293T Zellen, in denen APC Mutationen eingeführt wurde, 
entsprechen eher einem frühen Stadium der -Catenin-abhängigen Krebsentstehung. Im 
Gegensatz dazu sollten die Untersuchungen in den Kolorektalkarzinomzelllinien SW480 und DLD-1 
einem späteren Krankheitsstadium entsprechen. Es konnte jedoch auch in diesen Zellen kein 
Einfluss von Amer1 auf den Wnt-Signalweg, Zellwachstum oder Migration detektiert werden.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Hauptfunktionsweise von Amer1 
Mutationen in Kolorektalkarzinomen nicht in der Modulation des kanonischen Wnt-Signalwegs 
liegen könnte. Auch in Wilms Tumoren ist die Wnt-Signalwegsaktivität nicht vom Mutationsstatus 
von Amer1 abhängig, sondern vom Gewebe, aus dem der Tumor entstanden ist (Fukuzawa et al, 
2009). Es könnte sein, dass die Hauptfunktionsweise von Amer1 Mutationen auch in 
Kolorektalkarzinomen nicht in der Modulation des kanonischen Wnt-Signalwegs liegt. Es gibt 
bereits Daten, die Funktionen von Amer1 in der Regulation anderer Krebs-assoziierter Signalwege 
nahelegen. So interagiert Amer1 mit dem Tumorsuppressor p53 und verstärkt dessen Aktivität in 
dem es die CBP/p300-vermittelte Acetylierung von p53 erhöht (Kim et al, 2012). In 
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Zellkulturexperimenten konnte außerdem gezeigt werden, dass die Wilms Tumor-assoziierte 
Amer1 Mutationen die Expression des p53-Zielgens p21 erhöhen und Zellzyklusarrest induzieren 
(Kim et al, 2011). Diese Daten könnten auch auf eine funktionelle Relevanz genomischer Amer1 
Mutationen bei der Regulierung des p53-Signalwegs in Kolorektalkarzinomen hindeuten. Das 
TP53-Gen ist in bis zu 60 % der Kolorektaltumore mutiert (TCGAN, 2012). Die in dieser Arbeit 
generierten Amer1 loss-of-function Zelllinien können in Zukunft zur Untersuchung des Einflusses 
von Amer1 auf die p53-Signalwegsaktivität in Tumoren dienen oder zur Aufklärung weiterer, 
bisher unbekannter Funktionen von Amer1 verwendet werden. Auf diese Weise könnten 
spezifische Merkmale von Amer1-mutierten Tumoren identifiziert werden. 
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7. Material 
7.1 Chemikalien 
Die in der Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt von den Firmen 
Carl Roth, Merck-Millipore, oder Sigma-Aldrich bezogen. 
 
7.2 Puffer und Lösungen 
Agar Platten       7,5 g Agar-Agar 
        ad 500 ml LB-Medium 
Agarosegele 0,5-1,2% Agarose in 1x TAE 
APS (10 %) 100 g/l Ammoniumperoxodisulfat 
Blotpuffer (10x) 250mM Tris 
1,92 M Glycin 
Church-Hybridisierungspuffer 0,5 M NaHPO4 
7% SDS 
1mM EDTA 
1% BSA 
DNA-Lysepuffer 10 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
 10 mM EDTA 
 10 mM NaCl 
 0,5% Sarkosyl 
 200 µg/ml Proteinase K 
Ethidiumbromid 5mg/ml in H2O 
Hypotonic Lysis Buffer 10 mM Tris-HCl; pH 8,0 
1 mM KCl 
1,5 mM MgCl2 
1 mM DTT 
L1-Lysepuffer       150 mM NaCl 
        50 mM Tris/HCl; pH 7,5 
        1% Triton X-100 
LacZ-Puffer (5x) 100 mM NaHPO4 
10 mM KCl 
1mM MgSO4 
50 mM -Mercaptoethanol 
  7. Material  
 
97 
 
Laemmli-Laufpuffer (10x)     250mM Tris   
        1,92 M Glycin 
        1% SDS 
LB-Medium       10 g NaCl 
        10 g Tryptone 
        5 g Hefeextrakt 
        ad 1 l H2O; pH 7,5 
 
Luciferase-Lysepuffer 25mM Tris/HCl pH 8,0 
2mM EDTA 
5 % Glyzerin 
1 % Triton X-100 
Luciferase-Messpuffer 9,65 ml 0,1 M KPO4 pH 7,6 
200 µl 250 mM ATP 
150 µl 1 M MgSO4 
Luciferin 0,14 mg/ml in 0,1M KHPO4 pH 7,8 
Luciferin-Messlösung 10 % (v/v) Luciferin in Luciferase-
Messpuffer 
Mowiol 100 mM Tris/HCl, pH8,5 
17% Glycerin 
96 g/l Mowiol 4-88 
ONPG Substratlösung 4 mg/ml ONPG in 1xLacZ-Puffer 
P1-Resuspensionspuffer     100 µg/ml RNAse A 
(Minipräp.)       50 mM Tris/HCl; pH 8 
        10 mM EDTA 
P2-Lysepuffer       200 mM NaOH 
(Minipräp.)       1 % SDS 
P3-Neutralisationspuffer     3 M KaAc pH 5,0 
(Minipräp.) 
Paraformaldehyd-Lösung (4%) 4 % Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4 
Präzipitationspuffer 150 mM NaCl in 
 100% EtOH 
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RIPA-Puffer 50 mM Tris/HCl, pH8 
 150 mM NaCl 
 1 % NP-40 
 0,5 % Natriumdeoxycholat 
 0,1 % SDS 
Sammelgel (4%) (SDS-PAGE) 0,625 ml Sammelgelpuffer 
0,25 ml 30 % Acrylamid/0,8 % 
Bisacrylamid in wässriger Lösung 
16,25 µl APS 
3,125 µl TEMED 
1,625 ml H2O 
Sammelgelpuffer 0,5 MTris/HCl (pH6,8) 
0,4 % SDS 
Trenngel (4%) (SDS-PAGE) 1,5 ml Trenngelpuffer 
0,6 ml 30 % Acrylamid/0,8 % 
Bisacrylamid in wässriger Lösung 
46,75 µl APS 
12,5 µl TEMED 
3,9 ml H2O 
Trenngel (8 %) (SDS-PAGE) 1,25 ml Trenngelpuffer 
1 ml 30 % Acrylamid/0,8 % 
Bisacrylamid in wässriger Lösung 
30 µl APS 
8 µl TEMED 
2,75 ml H2O 
 
Trenngel (10 %) (SDS-PAGE) 1,25 ml Trenngelpuffer 
1,25 ml 30 % Acrylamid/0,8 % 
Bisacrylamid in wässriger Lösung 
30 µl APS 
8 µl TEMED 
2,5 ml H2O 
Trenngelpuffer 1,5 MTris/HCl (pH 8,8) 
0,4 % SDS 
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Tris/HCl 60,5 g Tris ad 500 ml H2O 
(pH mit HCl einstellen) 
PAA-Gel (12%)       375 mM Tris-HCl; pH 8,8 
        12% Acrylamid 
        0,1% SDS 
        0,1% APS 
        0,04% TEMED 
PAA-Gel (5%)       125 mM Tris-HCl, pH 6,8 
        5% Acrylamid 
        0,1% SDS 
        0,1% APS 
        0,01% TEMED 
PBS (10x)       1,37 M NaCl 
        3 mM KCl 
        6,5 mM Na2HPO4 
        1,5 mM KH2PO4 
        pH 7,4 
PFA-Lösung       4% w/v PFA in 1xPBS 
Ponceau-Färbelösung (10x)     2% w/v Ponceau 
        30% w/v Trichloressigsäure 
        30% w/v Sulfosalicylsäure 
        ad 500 ml H2O 
SDS Probenpuffer (4x)      187 mM Tris 
        6% w/v SDS 
        15% v/v β-Mercaptoethanol 
        0,03% w/v Bromphenolblau 
        6% v/v Glycerin 
SSC (20x)       300 mM Natriumcitrat 
        3 M NaCl; pH 7,0 
TAE Puffer (1x)       40 mM Tris  
      40 mM Essigsäure 
      1 mM EDTA; pH 8,3 
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7.3 Zelllinien und Organismen 
7.3.1 Humane Zelllinien 
Zelllinie Ursprung Anmerkungen 
DLD1 Kolorektales Adenokarzinom APC Trunkierung aa 1417 (Rowan et al, 2000) 
Amer1 Trunkierung aa (Küntzner et al, 2014) 
HEK 293T Embryonale 
Nierenepithelzellen 
Stabile Expression des SV-40 T-Antigens; 
Hohe Transfizierbarkeit 
HEK 293T 
pBAR/Renilla 
Embryonale 
Nierenepithelzellen 
HEK 293T Zellen die stabil mit einem 
Reporterkonstrukt des BAR-Systems und 
Renilla-Luciferase-Expressionkonstrukts unter 
der Kontrolle eines konstitutiv aktiven 
Thymidinkinase-Promotors transfiziert 
wurden (Major et al, 2007).  
SW480 Kolorektales Adenokarzinom Homozygote APC Trunkierung aa 1338 
(Rowan et al, 2000) 
 
7.3.2 Murine Zelllinien 
Zelllinie Ursprung Anmerkungen 
L Zellen Fibroblastenzelllinie Wird zur Herstellung von „Kontroll-Medium“ 
für Versuche mit Wnt3a-konditioniertem 
Medium verwendet. 
L Wnt-3A 
Zellen 
Fibroblastenzellinie Stabile Expression und Sekretion von Wnt3a 
Liganden. Wird zur Herstellung von Wnt3a- 
konditioniertem Medium verwendet. 
Embryonale 
Fibroblasten 
hergestellt aus 13,5 – 14,5 
Tage alten Embryonen 
Werden als Feeder-Zellen, auf denen 
embryonale Stammzellen kultiviert werden, 
verwendet. Die MEFs zur ESC-Kultivierung 
wurden von Herrn Prof. Thomas Winkler zur 
Verfügung gestellt. 
JM8A3 Subklon der JM8 Zelllinie, die  
aus dem C57BL/6N –
Mausstamm generiert wurde 
Embryonale Stammzelllinie, in denen der 
Agouti locus mutiert worden ist (Pettit et al, 
2009). Die Zelllinie von Herrn Prof. Thomas 
Winkler zur Verfügung gestellt. 
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7.3.3 Bakterien 
Stamm Genotyp 
Escherichia coli XL1-blue (Stratagene): recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac 
[F´ proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)] 
 
7.4 Medien und Reagenzien 
 
7.4.1 Medien und Reagenzien zur Säugerzellkultivierung 
 
DMEM - low glucose: [1000 mg/l Glukose, L-Glutamin, NaHCO3] Sigma-Aldrich 
DMEM - high glucose: [4500 mg/ml Glukose]    Sigma-Aldrich 
Opti-MEM® Reduced Serum Media     Gibco 
M2-Medium        Sigma-Aldrich 
Fötales Kälberserum (FKS)      Sigma-Aldrich 
Pansera ES - Fötales Kälberserum für Embryonale Stammzellen PAN-Biotech 
Ganciclovir        Sigma-Aldrich 
Gelatine Type A from porcine skin     Sigma-Aldrich 
Penicillin-Streptomycin      PAN-Biotech  
Puromycin-dihydrochlorid      Sigma-Aldrich 
Trypsin: [0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA in PBS]   PAN-Biotech 
G418 (50 mg/ml)       Sigma-Aldrich 
Puromycin        Sigma-Aldrich 
Lipofectamine® 2000       Invitrogen 
Polyethylenimin (1 mg/ml)      Sigma-Aldrich 
EmbryoMax® 2-Mercaptoethanol (100X)    Sigma-Aldrich 
MEM Non-essential Amino Acid Solution (100×)   Sigma-Aldrich 
Sodium pyruvate solution (100x)      Sigma-Aldrich 
L-Glutamine Solution 200 mM      Sigma-Aldrich  
ESGRO® Recombinant Mouse LIF Protein    Merck 
CHIR-99021 (CT99021) HCl      Selleckchem 
PD0325901        Selleckchem 
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Vollmedium zur Routinezellkultivierung eukaryotische Zellen: 
DMEM - low glucose 500 ml 
FKS 50 ml 
Penicillin/Streptomycin 5 ml 
Basismedium für ES-Zellen: 
DMEM - high glucose 500 ml 
Pansera ES 75 ml 
L-Glutamin (200mM) 6 ml 
Sodium pyruvate solution 6 ml 
MEM-Non-essetial Amino Acids 6 ml 
1% Penicillin/Streptomycin 6 ml 
EmbryoMax® 2-Mercaptoethanol 1,2 ml 
106 Units/L ESGRO® Recombinant Mouse LIF Protein 106 Units/L 
Medium zur Kultivierung von Embryonalen Fibroblastenzellen als Feederzellen für ES-Zellen: 
DMEM - high glucose 500 ml 
Pansera ES 50 ml 
L-Glutamin (200mM) 5 ml 
Sodium pyruvate solution 5 ml 
MEM-Non-essetial Amino Acids 5 ml 
1% Penicillin/Streptomycin 5 ml 
EmbryoMax® 2-Mercaptoethanol 1 ml 
7.5 Synthetische Oligonukleotide 
Alle Oligonukleotidsequenzen sind in der 5‘->3‘ Orientierung angegeben. 
7.5.1 Allgemeine Oligonukleotide zur Plasmid-Sequenzierung 
-40_fwd AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT 
-40_rev GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 
M13_fw GTAAAACGACGGCCAG 
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M13_rev    CAGGAAACAGCTATGAC  
T7     TAATACGACTCACTATAGGG  
T3 rev    ATTAACCCTCACTAAAGGGA 
 
7.5.2 Oligonukleotide für die Sequenzierungen der Targetingvektorkonstrukte 
 
LSLseqr   GGCGGTTGCCCAGTATGG 
HSV-TKseq1   GTCGAGCAGTGTGGTTTTGC 
 
7.5.3 Oligonukleotide für die Klonierungen des Conductin knock-in Projekts 
 
Sal-Asc-Pac-EV-Adaptor for TCGACGGCGCGCCTTAATTAAGAT 
Sal-Asc-Pac-EV-Adaptor rev ATCTTAATTAAGGCGCGCCG 
Sbf-Asc-Sal-for   GGGGCGCGCCG 
Sbf-Asc-Sal-rev   TCGACGGCGCGCCCCTGCA 
Asc-F    TGCAGGCGCGCCTGCAG 
Asc-R    CTGCAGGCGCGCCTGCA 
5'1sneu   GAGGGATCCAATGTTCCTGTATACATGAAGTTGGGTG 
5'2s    TGCGCACCTTGATTCCACTG 
5'3as    CGGCCGGAGTTCTGATTGAT 
5'4as    GAGTTAATTAA GCCGGACAGTGCCGCG 
5'5s    CGGCTCGCGCCTTTGAAGTG 
5'6as    CAAAAGATCCGAGTGGGCCT 
5'7s    GTGCTTTATTGCAGTTCTTGCAATGG   
5'8s    CTGGAAACAGGACCTGGGTTGAAAG 
5'9as    CCCTTTTATGCAAAAGATCCGAGTGG 
5'10as    GAGTTAATTAA AGGCGCCGTTACCTGGAAGATGAA 
3'1sneu   ACGCGTCGAC AATGGGAATGGGGGTGAGCATC 
3'2s    CAAAAAGGGCAGCAAGGTTAGCACA 
3'3as    CGGGATGAGTGAGCTGTGAG 
3'4as    ACACACAGGCCGGCCCTACTTCCAAAATAGAGGGCTACTGTGTGATC 
3'5s    TATTATGGATCCAACTGCTAGCGACTGCAACT 
3'6as    TATTATGGATCCCAGGGCCTTCCCCAAGTTAG 
3'7s    TATTATGGATCCTGTAGGATCACAGGAGGGGG 
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3'8as    TATTATGGATCCACCCAGTGTGGAAGCTAACG 
3'9s    TATTATGGATCCGCGTGTGTCCTAACCCCTCA 
3'10as    TATTATGGATCCCAAACGGGCCTCATCAGCAG 
Ax2-Prom_Myc_f2   TCTAGAACTAGTTAATTAACCCACCACTTCGGGTTTGTGCC 
Ax2-Prom_Myc_f   CGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGCGCGCCCCCACCACTT 
Ax2-Prom_Myc_r  AGCTTTTGCTCCATGGTGAGGGAGAGCGTCTCAC  
5xMyc_F   CTCACCATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAG  
5xMyc_R   GCACCATCCTGGTCACCCAACAAGGAGTG  
Conductin_F    TTGGGTGACCAGGATGGTGCATACCTCTTC  
Conductin_R   ACTTTGCCCAGGATCCTGCCTTCGTACATG  
BGH-pA_F   GGCAGGATCCTGGGCAAAGTGGAGAGGATC  
BGH-pA_R   TATCGATAAGCTTGATATCGAATTCGTCGACTCCCCAGCATGC 
Ax2-Prom_Ax1f 2  GACGGTATCGATGGCGCGCCCCCACCACTTCGGGTTTGTGCC 
Ax2-Prom_Ax1f   GGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATGGCGCGCCCCCACCACTT 
Ax2-Prom_Ax1_r  ATGAGCTTTTGCTCCATGGTGAGGGAGAGCGTCTCAC  
5xMyc-Ax1_F   TCCCTCACCATGGAGCAAAAGCTCATTTCTG  
5xMyc-Ax1_R    AACTGTGGTTGACAGGCCTCGAATCAGTAGATAC  
Axin1-SgrA1_F   TGATTCGAGGCCTGTCAACCACAGTTTCTGTTCTGG 
AX1-BGHpA_R   ATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCGTCGACTCCCCAGCATGC 
5'South-for   GAGGAGGGATCCTCCCATGGAACACCATCTGC 
5'South-rev   GAGGAGGATATCAGAGGAACATCCAAAGGCCG 
3'South-for   GAGGAGGGATCCGCTGTGCCTCTTGAAGACCT 
3'South-rev    GAGGAGGATATCGGGACCTCCTTGTTGTCCTG 
neo-s-south   TTGAACAAGATGGATTGCACGC 
neo-as-south   TGATATTCGGCAAGCAGGCA 
 
7.5.4 Oligonukleotide für Genotypisierungen 
 
Ax2KI-Ax1-F5   CTGACTTAAGAGAGACCAAGCCG 
Ax2KI-Ax1-R6   AGCATTAGAGGAAACGGGCA 
Ax2KI-Ax1-F11   CTGACCTGCTGGACTTCTGG 
Ax2Ki-Ax1-R7   TCGGTAAGTGCGAGGAATGT 
Ax2KIAx1DELloxp_5  ACGGCGCCTTTAATTAAATAACT 
Ax2KIAx1DELloxp_6  CGAACCCAACAAAACCGGAT 
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CreTg3s   CGCTGGTTAGCACGGCAGGT  
CreTg4as   CCAGCGCGGGCCATATCTCG  
Amer1-F8   TGAGGGACCTCCAGTCACTAAAGT 
Amer1-R7   TCCTGTGACTGACTGCAGAAGTGC 
 
 
7.5.5 Doppelsträngige Oligonukleotide  
 
gBlocks® Gene Fragments doppelsträngigen DNA-Moleküle für die Gibson Assembly-
Klonierungen wurden von der Firma Integrated DNA-Technologies B.V.B.A. (Leuven) bezogen. 
 
7.5.6 Oligonukleotide für die Generierung von für „single guide RNA“-codierenden Sequenzen 
 
sgAmer1_LibA1top  CACCGTTAGCAGTATCCGCCGTCAC 
sgAmer1_LibA1bottom AAACGTGACGGCGGATACTGCTAAC 
sgAPC_1top   CACCGGGCAACTTCTGGTAATGGTC 
sgAPC_1bottom  AAACGACCATTACCAGAAGTTGCCC 
sgAPCmcr_Top:    CACCGTGGTTCACTCTGAACGGAGC 
sgAPCmcr_Bottom:   AAACGCTCCGTTCAGAGTGAACCAC 
 
7.5.7 Oligonukleotide für Klonierung und Sequenzierung mit CRISPR/Cas9 veränderter 
genomischer DNA 
 
noncodsgAmer1_1seqfwd  GGGGAATTCCCACTGTGATGCTTCCTGAC 
sgAmer1_1seqrev  GGGGGATCCGAGAAACTTTTGGCCCAGGG 
sgAPC_seqfwd   GGGGAATTCCGACCGCCAATCGTACTGGAGG 
sgAPC_seqrev   GGGGGATCCGACAGCACATTGGTACTGAATGC 
APC_MCR_fseqwd  GGGGAATTCTCTTCAGAATCAGCCAGGCA 
APC_MCR_seqrev  GGGGGATCCAACCTGGACCCTCTGAACTG 
 
7.5.8 Oligonukleotide für RT-PCR 
 
Amer1-for   GCGAATTCGGAGACCCAAAAGGATGAAGCTGCTCAG 
Amer1-rev    CCTTGCTCTTCCGGTGACGGCGGATACTGC 
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Conductin-for   GCAAACTTTCGCCAACCGTG 
Conductin-rev   CTCTGGAGCTGTTTCTTACTGCCC 
GAPDH-5'    CCTGCTTCACCACCTTCTTG 
GAPDH-3‘   CTTCACCACCATGGAGAAGG 
 
7.5.8 siRNA Oligonukleotide  
siGFP     GCUACCUGUUCCAUGGCCA 
siAmer1   GGGAGTACCCTGAACAAA 
si-Catenin    AAACUGCUAAAUGACGAGGAC 
siAPC    AAGACGUUGCGAGAAGUUGGA 
siAxin1    GGUGUUGGCAUUAAAGGUG 
 
 
7.6 BAC-Klone 
 
DNA des Klones RP23-271M19 der RCPI mouse BAC Library 23 (Source BioScience) wurde als 
Template für Klonierungen von genomischen Sequenzen des Maus Chromosomens 7 verwendet. 
 
7.7 Plasmide 
 
TOPglow 
TOPglow-Plasmid beinhalted vier TCF/LEF1 Bindestellen, die -Catenin-abhängig die Expression 
von Firefly-Luciferase regulieren, denen eine TATA-Box vorangestellt ist (Staal et al, 2002). 
FOPglow 
Analog zu dem TOPglow-Plasmid (s.o.) generiertes Plasmid, in dem die vier TCF/LEF1 
Bindestellen mutiert wurden und somit die Luciferaseexpression nicht mehr -Catenin-abhängig 
reguliert wird. Wird als Kontrolle in TOP/FOP Luciferaseassays verwendet (Staal et al, 2002). 
pUHD16-1 
Codiert für eine konstitutive -Galactosidase-Expression (Bonin et al, 1994). 
pBlueScript II SK (+) 
Wurde als Standardklonierungsvektor verwendet (Stratagene).  
pROSA26STOP 
Aus diesem Vektor wurde die loxP-flankierte Stopp-Kassette verwendet (Buch et al, 2005) 
(Vektor erhalten von AG Gessner, Erlangen) 
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pRapidFlirt 
Diente als Grundgerüst für die Targetvektorkonstrukte (Zur Verfügung gestellt von Prof. Thomas 
Winkler) 
pcDNA-Flag 
Modifizierter pcDNA3.1-Vektor mit Flag-Tag stromaufwärts der NotI-Schnittstelle (Behrens et al, 
1998). 
 pcDNA-FlagAmer1 
Enthält humane Amer1-cDNA (Grohmann et al, 2007). 
pcDNA-FlagAxin1 
Enthält murine Axin1-cDNA (Behrens et al, 1998).  
pcDNA-FlagConductin 
Enthält murine Conductin-cDNA (Behrens et al, 1998). 
pcDNA-FlagConductinD1 
Enthält murine Conductin-cDNA, bei der die, für das D-Box-Motif codierende Sequenz mutiert 
ist, welche für den CDC20 vermittelten Abbau von Conductin während der M-Phase 
verantwortlich ist (Hadjihannas et al, 2010). 
pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) 
Plasmidvektor, für die parallele Expression von chimärer guide RNA, EGFP und einer für humane 
Codons optimierten Cas9 Endonuklease (Ran et al, 2015). (Bereitgestellt von Feng Zhang, 
Addgene Plasmid #48138). 
pWHE469 
Plasmidvektor, der Tet-Transregulatoren besitzt, durch die Doxycyclin-abängig die gleichzeitige 
Expression von GFP als Selektionsmarker und einem einklonierten gene of Interest in 
eukaryotischen Zelllinien ermöglicht wird. Dieser Vektor wurde durch den Austausch des 
murinen H19 Insulators des pWHE466 Plasmides (Krueger et al, 2006) mit einem cHS4 Insulator 
generiert. Der Vektor wurde von Dr. Jürgen Wittmann (Abteilung für Molekulare 
Immunologie/Medizin III Universität Erlangen) bereitgestellt. 
 
Eigene Klonierungen:  
 
pWHE469FlagAmer1 
Aus dem pcDNA-FlagAmer1 Plasmid wurde durch partiellen Verdau mit NaeI und NheI ein 3943 
bp großes Fragment, welches die gesamte Flag-Amer1 cDNA-Sequenz sowie die poly-
Adenolierungssequenz aus diesem Vektor enthält, isoliert. Dieses Fragment wurde mit einem 
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durch NaeI und NheI partiell verdauten pWHE469 Plasmid, sodass dieses upstream des 
bidirektionalen Promotors pBI geöffnet wurde, ligiert. 
pX458_sgAmer1LibA1 
Durch Annealing der sgAmer1_LibA1top und sgAmer1_LibA1bottom Oligonukleotide 
entstandenes doppelsträngiges Oligonukleotid wurde mit einem mit BBSI verdauten pX458 
Vektor ligiert. 
pX458_sgAPC 
Durch Annealing der sgAPC_1top und sgAPC_1bottom Oligonukleotide entstandenes 
doppelsträngiges Oligonukleotid wurde mit einem mit BBSI verdauten pX458 Vektor ligiert. 
pX458_sgAPCMCR 
Durch Annealing der sgAPCmcr_Top und sgAPCmcr_Bottom Oligonukleotide entstandenes 
doppelsträngiges Oligonukleotid wurde mit einem mit BBSI verdauten pX458 Vektor ligiert. 
 
Für die Klonierungen zur Generierung der Conductin-Targetingvektoren siehe Ergebnissteil 5.1.2 
und Anhang. 
 
7.7 Antikörper 
 
7.7.1 Primäre Antikörper 
Antikörper  Verdünnung Hersteller 
Kaninchen-anti--Aktin 13E5, monoklonal 1:1000 (WB) Cell Signaling 
Maus-anti-Amer1 Hybridom, monoklonal 1:25 (WB) Anette Grohmann, 
Senem Ntourmas 
Maus-anti-APC Ali 12-28, monoklonal 1:1000 (WB) Abcam 
Kaninchen-anti-Axin1 C76H11 monoklonal 1:1000(WB) Cell Signaling 
Maus-anti--Catenin E-5, monoklonal 1:1000 (WB) 
1:300 (IF) 
Santa Cruz 
Kaninchen-anti-Flag monoklonal 1:1000 (WB) 
1:300 (IF) 
Sigma-Aldrich 
Maus-anti-Flag M2, monoklonal 1:1000 (WB) 
1:300 (IF) 
Sigma-Aldrich 
Kaninchen-anti-GAPDH 14C10, monoklonal 1:1000 (WB) Cell Signaling 
Maus-anti-GFP D5.1, monoklonal 1:1000 (WB) Cell Signaling 
  7. Material  
 
109 
 
Maus-anti-Myc 9E10, monoklonal 
Aufgereinigt aus 
Hybridomüberstand 
1:1000 (WB) LGC Standards-ATCC 
aufgereinigt: Eva Bauer 
Ratte-anti--Tubulin YL1/2, monoklonal 1:1000 (WB) Bio-Rad 
 
7.7.2 Sekundäre Antikörper 
Antikörper Verdünnung Hersteller 
Ziege-anti-Kaninchen-HRP 1:1000 Dianova 
Ziege-anti-Maus-HRP 1:1000 Dianova 
Ziege-anti-Ratte-HRP 1:1000 Dianova 
Ziege-anti-Kaninchen-Cy3 1:200 Dianova 
Ziege-anti-Maus-Cy3 1:200 Dianova 
Ziege-anti-Maus-Cy2 1:200 Dianova 
 
 
7.8 Enzyme, Molekulargewichts- und Größenstandards und Chemikalien 
 
Enzyme 
Bovine alkaline Phosphatase (CIP)    New England Biolabs 
Proteinase K       Roth 
Restriktionsendonukleasen     New England Biolabs 
RNase-free DNase Set      Qiagen 
Ribonuklease A      Roth 
Paq5000 DNA Polymerase     Agilent 
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase   New England Biolabs 
T4-DNA-Ligase       New England Biolabs 
       
Standards 
GeneRuler DNA Ladder Mix     Thermo Fisher Scientific 
Lambda DNA/HindIII Marker     Fermentas 
PAGE Ruler® Plus Prestained Protein Ladder   Thermo Fisher Scientific 
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Verwendete Kits 
AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit    Agilent Technologies 
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up     Macherey-Nagel 
PureLink® HiPure Plasmid Maxiprep Kit    Invitrogen 
RNeasy Mini Kit       Qiagen 
KAPATM SYBR® FAST qPCR MasterMix Universal   Peqlab 
Prime It II Labeling Kit      Stratagene 
Random Primer DNA Labelling Kit    Takahara 
 
Weitere Chemikalien oder Reagenzien: 
UltraPureTM Distilled Water      Gibco 
Universalagarose       BIOSELL 
Adenosintriphosphat       PJK 
D-Luciferin       PJK 
Colentheracin      Promega 
dNTP Set 100 mM Solutions      Thermo Fisher Scientific 
Gel Loading Dye Purple (6x)      New England Biolabs 
GeneRuler DNA Ladder Mix      Thermo Fisher Scientific 
Protein Assay Dye (Bradford     Bio-Rad Laboratories 
Enhanced Chemiluminescence Substrate   PerkinElmer 
[alpha-P32]Deoxycytidine 5'-triphosphate (dCTP)  Hartmann Analytic 
 
Computerprogramme 
ApE - A Plasmid Editor      M. Wayne Davis 
Excel        Microsoft  
Vector NTI       Invitrogen 
Metamorph®       Molecular Devices 
AIDA Image Analyzer      Elysia Raytest 
MikroWin 2000      Mikrotek Laborsysteme GmbH 
BASreader       Raytest Isotopenmeßgeräte GmbH 
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8. Methoden 
8.1 Zellkultur 
8.1.1 Kultivierung humaner Zelllinien 
Die verwendeten humanen Zelllinien (Material 7.3.7) wurden im Brutschrank bei 37° C, 7,5 % 
CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit in DMEM, welches mit 10 % fötalem Kälberserum und 
1 % Penicillin/Streptomycin ergänzt wurde (=DMEM-Vollmedium), kultiviert. Zu passagierende 
Zellen wurden zunächst mit PBS gewaschen, mittels Inkubation mit Tryspsin/EDTA für 5 min. bei 
37° C, 7,5 % CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit abgelöst. Die Trypsinierungsreaktion wurde 
durch Zugabe von DMEM-Vollmedium abgestoppt. Die Zellsuspension wurde mittels 
Zentrifugation bei 1000 rpm bei Raumtemperatur pelletiert. Für die weitere Kultivierung der 
Zelllinie wurden die Zellen im Verhältnis 1 : 5 bis 1 : 10 in frischem Vollmedium erneut ausgesät. 
Die Zellzahl wurde durch auszählen von 10 µl der Zellsuspension mit Hilfe einer Neubauer-
Zählkammer bestimmt. 
8.1.2 Kryokonservierung und Langzeitlagerung von Zellen 
Ca. 5 x 105 werden in 1ml 80 % DMEM, 10 % FCS und 10% DMSO für einen Tag bei - 80° C in 
einem Freezing container, Nalgene® gelagert und im Anschluss zur Langzeitaufbewahrung in 
einen N2-Tank transferriert. 
8.1.3 Transiente Transfektion humaner Zelllinien 
Die transienten Transfektionsreaktionen wurden am Tag nach dem aussähen der Zellen 
durchgeführt.  
Für Untersuchungen von Proteinlysaten mittels Western Blot (8.2.4) wurden 200000 Zellen pro 
Well in 6-Well Platten ausgesät. Für Immunfluoreszenzfärbungen wurden 150000 Zellen pro Well 
in 6-Well Platten auf Deckgläschen ausgesät. Für Luciferaseassays wurden 100000 Zellen pro 
Well in 12-Well Platten ausgesät. 
Alle verwendeten Reagenzien und Suspensionen für die Transfektionsreaktion werden bei 
Raumtemperatur verwendet.  
HEK-293T Zellen wurden mit 5 µg Polyethylenimin (PEI) pro 1 µg Plasmid-DNA in DMEM-
Vollmedium transfiziert. Pro 6-Well wurden 1 µg pro zu transfizierender Plasmid-DNA in 100 µl 
DMEM in einem 1,5 ml Eppendorfgefäß vorgelegt. Der Transfektionsmix mit 5µl PEI und 95 µL 
DMEM ohne Serum wurde in einem separatem Eppendorfgefäß angesetzt. Die Ansätze werden 
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durch kurzes Vortexen gemischt und für 2 min inkubiert. Zu den Plasmid-DNA-Ansätzen wird nun 
der Transfektionsmix hinzugegeben, durch mehrmaliges Auf-und Abpipettieren vermischt und 
für 20 min inkubiert. Im Anschluss wird der Plasmid-PEI-Mix tropfenweise auf die Zellen 
gegeben. Die Transfektion erfolgte für 18–24 h. 
Für Reporterassays wurden HEK 293T Zellen ebenfalls mit PEI transfiziert. Hierbei wurden jeweils 
0,2 µg der Plasmid-DNAs in 50 µl DMEM und 1 µl PEI in 50 µl DMEM pro Ansatz verwendet.  Der 
PEI Transfektionsmix wurde zum Plasmid-DNA Ansatz hinzugegeben durch mehrmaliges Auf-und 
Abpipettieren vermischt und für 20 min inkubiert. In dieser Zeit wurde das Medium der zu 
transfizierenden 12-Well Platten abgenommen und jeweils 400 µl frisches DMEM-Vollmedium 
hinzugegeben. Im Anschluss wurden 100 µl des entsprechenden PEI-DNA-Transfektionsmix pro 
Well tropfenweise hinzugegeben. Die Transfektion erfolgte für 24 h. 
Die Transfektion von siRNA erfolgte mit dem TransIT-TKO® Transfektionsreagenz. siRNAs wurden 
generell in einer 20 µM-konzentrierten Lösung verwendet.  Pro 6-Well wurden 5 µL siRNA in 
95 µL DMEM und 5 µL TransIT-TKO® in 95 µL DMEM verwendet. Der Transfektionsmix wurde 
zum siRNA Ansatz hinzugegeben durch mehrmaliges Auf-und Abpipettieren vermischt und für 20 
min inkubiert. In dieser Zeit wurde das Medium der zu transfizierenden 6-Well Platten 
abgenommen und jeweils 800 µl frisches DMEM-Vollmedium hinzugegeben. Im Anschluss 
wurden 200 µl des entsprechenden siRNA-Transfektionsmix pro Well tropfenweise 
hinzugegeben. Nach 24 h wurde das Medium der Zellen gewechselt. Die Transfektion erfolgte für 
48 h.  
Für Reporterassays mit siRNA wurden die Zellen ebenfalls mit TransIT-TKO® transfiziert. Hierbei 
wurden jeweils 0,2 µg der Plasmid-DNAs und 2 µL der siRNAs in 50 µl DMEM und 2 µl 
TransIT-TKO® in 50 µl DMEM pro Ansatz verwendet.  Der TransIT-TKO® Transfektionsmix wurde 
zum siRNA Ansatz hinzugegeben durch mehrmaliges Auf-und Abpipettieren vermischt und für 20 
min inkubiert. In dieser Zeit wurde das Medium der zu transfizierenden 12-Well Platten 
abgenommen und jeweils 400 µl frisches DMEM-Vollmedium hinzugegeben. Im Anschluss 
wurden 100 µl des entsprechenden siRNA- TransIT-TKO®-Transfektionsmix pro Well 
tropfenweise hinzugegeben. ach 24 h wurde das Medium der Zellen gewechselt. Die 
Transfektion erfolgte für 48 h.  
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8.1.4 Stabile Transfektion humaner Zelllinien 
Zur Generierung stabiler, Doxycyclin-induzierbarer Zellen wurde das „pWHE469FlagAmer1“ 
Plasmid oder das pWHE469-Plasmid als Kontrollkonstrukt verwendet. Zunächst wurden 2x106 
Zellen auf einer 10 cm Schale mit jeweils 5 µg Plasmid-DNA transient transfiziert (8.1.3). Am 
darauf folgenden Tag wurden die Zellen trypsinisiert (8.1.1) und jeweils 1:10 auf 15 cm Schalen 
in DMEM-Vollmedium ausgesät. Am nächsten Tag wurde mit der Selektion mit 0,5 µg/ml 
Puromycin in DMEM-Vollmedium begonnen. Alle drei Tage wurde das Medium mit Antibiotikum 
gewechselt und das Absterben der nicht-resistenten Zellen am Lichtmikroskop überprüft, bis 
nach ca. 3 Wochen überlebende Einzelzellkolonien gepickt werden konnten.  Diese Kolonien 
wurden expandiert und nach Induktion mit Doxycyclin für 14 h via Western Blot mit anti-Flag- 
bzw. anti-GFP-Antikörpern auf Expression infolge von Induktion mit Doxycyclin getestet. Die 
identifizierten, induzierbaren Klone wurden Expandiert und kryokonserviert. 
8.1.5 Generierung eukaryotischer „knock-out“-Zelllinien durch Cas9 vermittelte 
Genomeditierung 
Stabile „knock-out“-Zelllinien wurden durch Transfektion von eukaryotischen Zelllinien mit den 
in dieser Arbeit klonierten Vektoren pX458_sgAmer1LibA1, pX458_sgAPC oder 
pX458_sgAPCMCR generiert. Zunächst wurden 200000 Zellen der zu editierenden Zelllinie an 
zwei aufeinanderfolgende Tagen mit dem entsprechenden Plasmid transfiziert um eine hohe 
Transfektionseffizienz zu erzielen. Am Tag nach der zweiten Transfektion wurden die Zellen 
trypsinisiert (8.1.3), nach Abstoppen der Reaktion wurden die Zellen gezählt. Im Anschluss 
wurden mit Hilfe einer 8-Kanal Pipette mindestens 8 96-Well Platten mit jeweils 200 µl pro Well 
einer Verdünnung von 1 Zelle pro 200 µl in Vollmedium ausgesät. Die Zellen wurden im 
Brutschrank unter Standardbedingungen und Medienwechsel alle 5 Tage (vgl.) für 3 bis 4 
Wochen kultiviert, bis Zellkolonien, die mehr als 50 % der Wachstumsfläche eines Wells 
bedecken, sichtbar waren. Diese Kolonien wurden gepickt, expandiert und mittels Western Blot 
auf Abwesenheit der Proteinexpression des getargeteten Gens getestet. Bei der Generierung von 
Zelllinien mit N-Terminaler Trunkierung des APC-Genlokus mit pX458_sgAPC, wurde zusätzlich 
über hohe Luciferaseaktivität in TOP/FOP Assays (8.2.6.1) gescreened. Die identifizierten, Klone 
wurden Expandiert und kryokonserviert. Als Kontrollklone wurden ebenfalls von den 
beschriebenen 96-Well Platten hochgewachsene Zellen ohne Genomeditierung als auch Zellen 
die mit pX458 Plasmid transfiziert und wie oben beschrieben in 96–Well Platten ausgesät 
wurden verwendet.  
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8.1.6 Überprüfung der Cas9-vermittelten Genommutationen stabiler Zelllinien  
Genommutationen der oben identifizierten Klone wurde durch Sanger-Sequenzierung überprüft. 
Hierfür wurde genomische DNA (8.10) aus Klonen isoliert und mit dieser als Matrize in PCRs der 
jeweilige genomischen Bereich, in dem die Protospacer adjacent motif (PAM)-Sequenz liegt, 
amplifiziert. Diese PCR-Produkte wurden in pBluescript SK Vektor ligiert (8.4.3), und in E. coli 
transformiert (8.4.4). Die Sequenzierung (8.3.6) von Plasmiden die durch PCR-Produkte einzelner 
Klone entstanden sind, wurde so lange durchgeführt, bis die Mutationen jeweils beider APC-
Allele in Klonen mit eingefügten APC-Mutationen und/oder bis die Genommutationen der 
Amer1-Allele (drei verschiedene Mutationen in HEK 293T-Klonen, da HEK 293T Zellen drei X-
Chromosomen besitzen) nachgewiesen werden konnten.  
 
8.2 Proteinbiochemie 
8.2.1 Herstellung von Proteinlysaten 
(Proteinlysate wurden zur Untersuchung des Einflusses von Überexpression, knockdown bzw. 
knock-out verschiedener Proteine verwendet.) Zur Herstellung von Gesamtzellproteinlysaten 
wurden Zellen im 6-Well Format am zweiten Tag nach Aussäen zunächst mit PBS gewaschen und 
auf Eis mit einem Zellschaber in 100 µl L1-Lysepuffer abgeschabt. Zur Gewinnung 
zytoplasmatischer Lysate wurde hypotoner Lysepuffer anstelle des L1-Lysepuffers verwendet. 
Das Lysat wurde in ein Eppendorfgefäß überführt und für 20 min auf Eis geschüttelt. Im 
Anschluss wurde das Lysat für 10 min bei 13000 rpm und 4° C zentrifugiert. Danach wurde der 
lösliche Zellüberstand in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Das Lysat wurde bis zur weiteren 
Verwendung bei -20° C gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Lysate erfolgte 
nach Bradford (Bradford, 1976). 
8.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 
Die relativen Proteinmengen wurden mittels Bradford bestimmt. Hierfür wurden 2-5 µl Lysat mit 
500 µl 1x Bradfordreagenz vermischt und nach 5 min Inkubation bei RT die Absorption bei 595 
nm am Photometer gemessen.  Die relativen Proteinmengen der zu vergleichenden Proben 
wurden durch Verdünnen in Probenpuffer angeglichen, mit 4xSB Probenpuffer versetzt und bis 
zur weiteren Verwendung bei -20° C gelagert. 
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8.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer Molekülmasse erfolgte mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE). Die in 4xSB Probenpuffer aufgenommenen Proben 
wurden zunächst bei 96°C für 5 min aufgekocht um Sekundär- und Tertiärstrukturen 
aufzubrechen. Im Lämmlipuffer enthaltenes β-Mercaptoethanol diente zur Spaltung von 
Disulfidbrücken. Die Proben werden nun auf ein Polyacrylamidgel (PAA-Gel), welches aus Trenn- 
und Sammelgel besteht aufgetragen. Je nach Taschengröße wurden 20-30 µL pro Probe und zur 
Bestimmung der Molekulargewichte der Proteine 5 µl eines Protein-Größenstandards pro Gel in 
aufgetragen. 1x Lämmlipuffer wurde als Laufpuffer in der Gellaufkammer verwendet. Die 
Gelelektrophorese erfolgte zunächst bei 95 V für ca. 20 min, bis die Proben komplett in das 
Sammelgel eingelaufen waren. Danach wurde die elektrophoretische Auftrennung bei 130 V für 
ca. 60 min, bis die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte, fortgeführt. Für die 
elektrophoretische Auftrennung von full length APC-Molekülen wurde ein 4 %iges Trenngel ohne 
Sammelgel für 2,5 h bei 80 V verwendet. 
8.2.4 Western Blot 
Der Proteintransfer vom PAA-Gel auf eine Nitrocellulosemembran (Nitrocellulose Western 
Blotting Membrane, Amersham) erfolgte in einem Tank-Blot System (Biorad). Als Puffer wurde 
1x Blot Puffer mit 10 % Methanol verwendet.  Der Transfer wurde für 60 min bei 330 mA pro 
Kammer durchgeführt. Der Transfer von full-length APC-Molekülen wurde in 1x Blotpuffer ohne 
Zugabe von Methanol für 18 h bei 30 V durchgeführt.  
Anschließend wurde die Membran 2-5 min in Ponceau-Färbelösung inkubiert, welche Proteine 
unspezifisch anfärbt und danach mit ddH2O entfärbt. Zur Blockierung freier Bindestellen auf der 
Membran wurde diese für 1 h mit 5 % Milchpulver in PBS bei RT unter konstantem Schütteln 
inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran ÜN mit dem Primärantikörper in Blockierlösung bei 
4°C auf einem Schüttler inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Primärantikörperlösung entfernt, 
die Membran fünfmal mit 1xPBS für 5min auf dem Schüttler bei RT gewaschen. Im Anschluss 
daran erfolgt die Inkubation mit HRP-gekoppelten Sekundärantikörpers für 1 h bei RT. Nach 
weiterem fünfmaligen Waschen mit PBS für 5min konnten die Proteine auf der Membran am 
LAS-3000 Luminescent Image Analyzer Bildanalysesystem (Fujifilm) mit Hilfe des Enhanced 
Chemiluminescence Substrates (Thermo Fisher Scientific), welches nach Angaben des Herstellers 
verwendet wurde, detektiert werden. 
Für die Detektion weiterer Proteine auf der Membran mit anderen Primärantikörpern, wurde die 
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Membran in Strippingpuffer für 30 min bei 60° C inkubiert um die gebundenen Antikörper zu 
entfernen. Danach erfolgten fünf Waschschritte mit 1xPBS für jeweils fünf Minuten. Im 
Anschluss wurde die Membran erneut mit 5 % Milchpulver blockiert und konnte mit weiteren 
Antikörpern inkubiert werden.     
 
8.2.5 Immunfluoreszenzfärbungen 
Zellen wurden ausgesät und am Tag nach der transienten Transfektion bzw. Induktion mit 
Doxycyclin einmal mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 1 ml 4%igem PFA für 15 
min fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS wurden die Zellen mit 1ml 0,05% igem 
Triton-X in PBS permeabilisiert, einmal kurz mit PBS gewaschen und offene, unspezifische 
Antigenbindestellen durch Inkubation mit 2ml DMEM mit 10 % FCS für 30 min blockiert. 
Daraufhin wurden die zu verwendenden primären Antikörper in Blockierlösung verdünnt und 
50µl pro Ansatz auf die Deckgläschen getropft. Die Inkubation erfolgte für 1 h. Nach drei 
weiteren Waschschritten mit PBS wurden 50 µl der in Blockierlösung verdünnten, 
fluoreszenzgekoppelten Sekundärantikörper auf die Deckgläschen gegeben und für 30 min in 
Dunkelheit inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS erfolgte eine Gegenfärbung für 
2 min mit einer DAPI-Lösung (1:1000 in PBS verdünnt). Zuletzt wurden die Deckgläschen auf 
Objektträgern mittels Mowiol eingedeckelt, getrocknet und bei 4° C gelagert bis sie am 
AxioPlan2 Fluoreszenzmikroskop (Zeiss) analysiert wurden. 
 
8.2.6 Reportergen-Messungen 
8.2.6.1 TOP-FOP Assay 
Eukaryotische Zellen wurden einen Tag vor der Analyse von endogenen und 
Überexpressionsversuchen, oder zwei Tage vor der Analyse von Versuchen mit siRNA-
vermitteltem knockdown, transient mit jeweils 0,2 µg TOPglow oder FOPglow-Plasmid, sowie 
pUHD16.1 -Galactosidase-Expressionsplasmid und 20 µM siRNA pro Ansatz transfiziert. Die 
Transfektionen wurden pro Ansatz im Versuch jeweils in Triplikaten durchgeführt.  
Das TOPglow-Plasmid beinhalted vier TCF/LEF1 Bindestellen, die -Catenin-abhängig die 
Expression von Firefly-Luciferase regulieren, denen eine TATA-Box vorangestellt ist (Staal et al, 
2002). Im FOPglow-Plasmid, welches als Negativkontrolle fungiert, sind die vier Bindestellen so 
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mutiert, dass TCF/LEF1 Transkriptionsfaktoren nicht mehr an sie binden können. Das zu jedem 
Ansatz co-transfizierte pUHD16.1-Plasmid (Bonin et al, 1994) codiert für eine konstitutive, -
Catenin-unabhängige -Galactosidase-Expression.  
Am Tag der Analyse wurde auf Eis das Medium von den Zellen gründlich abgenommen und die 
Zellen in 100 µL Luciferase-Lysepuffer bei 4°C unter Schütteln für 20 min lysiert. Im Anschluss 
wurde das Lysat in 1,5 ml Eppendorfgefäße überführt und für 10 min bei 13000 rpm, 4°C 
abzentrifugiert. 30 µl des Lysats wurden zu 50 µl Luciferase-Messpuffer in eine 96-Well Platte 
pipettiert. Die Luciferaseaktivität wurde an einem die Luciferaseaktivität wurde an einem Centro 
LB960-Luminometer (Berthold Technologies) mittels der MikroWin Software gemessen. Die 
Messungen wurden so durchgeführt, das pro Well automatisiert zunächst 50 µl Luciferin-
Messlösung bei mittlerer Geschwindigkeit injiziert und dann für 10 s die Lumineszenz gemessen 
wurde. Zwischen den einzelnen Messungen pro Well wurde 3 s pausiert.   
Die Transfektionseffizienz wurde durch die -Galaktosidaseaktivität bestimmt. Hierfür wurden 
10 µl des Lysats zu 100 µl LacZ-Puffer in eine 96 Well-ELISA-Messplatte gegeben und nach 
hinzufügen von 40 µl ONPG-Substratlösung bis zur Gelbfärbung inkubiert. Die Reaktion wurde 
nun bei Bedarf mit NA2CO2 abgestoppt und die der Absorption der Lösung bei 420 nm mit einem 
Spectra Max190 Microplate Reader (Molecular Devices) gemessen. Die Reportergenaktivität 
wurde aus dem Quotienten von TOP- und FOPglow-Luciferasewerten, die jeweils auf die 
zugehörigen-Galactosidase Werte normalisiert wurden, berechnet.  
8.2.6.2 pBAR/Renilla Assay 
Firefly-Luciferase Aktivität wurde in pBAR/Renilla HEK 293T Zellen (zur Verfügung gestellt von 
Randall Moon), analog zu dem unter 8.2.6.1 beschriebenen Protokoll für siRNA knockdown 
Experimente, 48 h nach aussäen der Zellen gemessen, mit dem Unterschied, dass die Zellen in 
100 µl Passive Lysis Buffer (Promega) gelöst wurden. Zur Bestimmung der Renilla-
Luciferasewerte wurden 5 µl des Lysats zu 100 µl Renilla-Messpuffer in einer 96 Well-Platte 
gegeben. Am Luminometer wurden zunächst 50 µl Renilla-Substrat (Colentheracin) mit 
langsamer Geschwindigkeit injiziert und anschließend für 10 s die Lumineszenz gemessen. 
Zwischen den einzelnen Messungen pro Well wurde 2 s pausiert. Die Firefly-Luciferasewerte 
wurden auf die jeweils zugehörigen Renilla-Luciferasewerte normalisiert. 
Das BAR (-catenin activated reporter) Vektor System beinhaltet ein Concatemer von 12 TCF 
Response-Elementen, welches upstream eines minP minimal promoters (Promega), die 
Expression von Firefly-Luciferase in Abhängigkeit von -Catenin reguliert. HEK 293T pBAR/Renilla 
Zellen sind mit einem solchen Reporterkonstrukt des BAR-Systems, sowie einem für ein 
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konstitutiv aktives, -Catenin-unabhängiges Renilla-Luciferase-Expressionkonstrukt, stabil 
transduziert worden, sodass diese stabil in den Zellen exprimiert werden.  
 
8.3 Nukleinsäuremethoden 
8.3.1 Plasmid-DNA Isolierung aus Bakterien 
8.3.1.1 Plasmidisolation aus E.coli in kleinem Maßstab (Minipräp) 
Geringe Plasmid-DNA-Mengen wurde durch das Prinzip der alkalischen Lyse isoliert. Jeweils 3 ml 
LB-Medium, welches mit entsprechendem Antibiotikum (50 µg/µl Ampicillin oder 30 µg/µl 
Kanamycin) versetzt wurde, wurden mit einem Bakterienklon angeimpft und ÜN bei 37 °C unter 
Schütteln bei 230 rpm inkubiert. Am nächsten Tag wurden jeweils 1,5 ml der Suspension durch 
Zentrifugation für 1 min bei 13000 rpm geerntet. Das entstandene Bakterienpellet wurde in 300 
µl P1-Resuspensionspuffer resuspendiert, 300 µl P2-Lysepuffer hinzugegeben, durch fünfmaliges 
Invertieren gemischt und für 5 min. bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde die basische Lösung 
durch Zugabe von 300 µl P3-Neutralisationspuffer neutralisiert. Es folgte ein 
Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm und 4 °C für 10 min. Die im Überstand enthaltene Plasmid-
DNA wurde in einem neuen Eppendorfgefäß mit 630 µl Isopropanol versetzt und bei 13000 rpm 
und 4°C für 20 min zentrifugiert, um die DNA zu fällen. Das entstandene DNA-Pellet wurde mit 
300 µl 70%igem Ethanol bei Zentrifugation bei 13000 rpm und 4 °C für 5 min gewaschen. Das 
Pellet wurde anschließend bei 37 °C im Heizblock getrocknet und in 30 µl H2O gelöst. 
8.3.1.2 Plasmidisolation aus E.coli in großem Maßstab (Maxipräp) 
Zur Extraktion von größeren DNA Mengen wurden 150 ml LB Medium mit entsprechendem 
Antibiotikum versetzt mit 500 µl der Bakteriensuspension eines Klons angeimpft Bakterienklon 
angeimpft und ÜN bei 37 °C unter Schütteln bei 230 rpm inkubiert. Am nächsten Tag folgte die 
auf Anionen-Austauschchromatographie–beruhende Isolierung der Plasmid-DNA mit Hilfe des 
PureLink® HiPure Plasmid Maxiprep Kit von Invitrogen, welche nach Angeben des Herstellers 
durchgeführt wurde. Die Plasmid-DNA wurde in 50 – 250 µl des im Kit enthaltenen TE-Puffers 
gelöst. 
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8.3.2 Aufreinigen von DNA durch Phenol-Chloroform-Extraktion 
35 µg isolierte und durch Restriktionsverdau linearisierte Plasmid-DNA wurde mit H2O auf 100 μl 
Volumen aufgefüllt. Dann wurden 50 μL Phenol sowie 50 μL Chloroform/Isomylalkohol (24:1) 
hinzugegeben. Dann wurde der Ansatz gut vermischt und für 5 min bei 13000 rpm 
abzentrifugiert. Es bilden sich zwei Phasen. In der oberen, wässrigen Phase befindet sich die 
DNA, hydrophobe Substanzen befinden sich in der unteren, organischen Phase. Die obere Phase 
wurde anschließend in ein neues Eppendorfgefäß überführt, 1 Volumen an 
Chloroform/Isomylalkohol (24:1) hinzugefügt und erneut für 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert 
um Phenolreste zu entfernen. Die wässrige Phase wurde abgenommen und in ein neues 
Eppendorfgefäß überführt. Anschließend wurde mit der kalten Ethanol-Fällung fortgefahren. 
8.3.3 Kalte Ethanol-Fällung 
Die aus der Phenol-Chloroform enthaltene wässrige Phase wurde mit 1/10 Volumen an 3M 
Natrium Acetat (pH 5,2) und 2 Volumen 96% Ethanol vermischt. Die Fällung der DNA erfolgte bei 
-80 °C für mindestens 20 min. Danach wurde der Ansatz für 20 min bei 13000 rpm und 4 °C 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das DNA-Pellet wurde mit 300 µl 70%igem 
Ethanol bei Zentrifugation bei 13000 rpm und 4 °C für 5 min gewaschen. Das getrocknete Pellet 
wurde im Anschluss daran in 30 µl H2O aufgenommen. 
8.3.4 Agarose-Gelelektrophorese 
DNA-Fragmente wurden entsprechend ihrer Größe mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Je 
nach erwarteter Größe der DNA wurden 0,8 oder 1%ige Agarosegele verwendet. 1x TAE wurde 
als Laufpuffer verwendet. Die Proben wurden mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt. Die 
Elektrophorese wurde bei konstanter Spannung durchgeführt. Die Größen der DNA-Fragmente 
wurden mit Hilfe eines DNA-Größenstandards bestimmt. 
8.3.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Nach der Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese (s.o.) wurde 
unter UV-Licht sichtbare DNA mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten und in ein 
Eppendorfgefäß überführt. Im Anschluss daran wurde die Isolation der DNA mit dem 
NucleoSpin® Extract II Kit nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
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8.3.6 Sequenzierung von DNA und Sequenzanalyse 
DNA-Sequenzierungen wurden durch die Firmen LGC Genomics oder Microsynth Seqlab 
durchgeführt. Zur Sequenzanalyse wurde die Vector NTI 8.0 Software (Invitrogen) verwendet. 
8.3.7 RNA-Isolierung aus Säugerzellen 
Gesamtzell-RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit isoliert. Zwei Tage nach Aussäen von 200000 
Zellen in einem Well einer 6-Well Platte wurden diese mit 600 µl des RLT-Puffers aus dem Kit 
geerntet. Die weitere Isolation erfolgte nach Herstellerangaben, es wurde der optionale DNaseI 
Verdau durchgeführt. 
8.4 Klonierung 
8.4.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
Die Restriktionsenzyme zur Spaltung von DNA wurden nach Angaben des Herstellers verwendet. 
Plasmid-DNA und PCR-Produkte wurden für 2 h verdaut. Genomische DNA wurde über Nacht 
verdaut. 
8.4.2 Dephosphorylierung von DNA 
Linearisierte Vektor-DNA wurde mittels inkubation mit CIP (bovine alkaline Phosphatase) für 1 h 
bei 37 °C dephosphoryliert um Religation komplementärer Schnittstellen zu verhindern. 
8.4.3 Ligation 
Die Ligation erfolgte mit Hilfe der T4 DNA-Ligase nach Angaben des Herstellers. Der geschnittene 
Vektor wurde dazu mit dem zu klonierenden DNA-Fragment im molaren Verhältnis von 1:3 -1:5 
gemischt und in Ligationspuffer mit T4 DNA-Ligase über Nacht bei 16 °C ligiert. 
8.4.4 Transformation 
Die Transformation der chemisch kompetenten E. coli XL-1 blue erfolgten mittels Hitzeschock. Zu 
100 µl der Bakteriensuspension wurden 10 ng Plasmid (für Retransformationen) oder 20 µl 
Ligationsansatz hinzugegeben und für 30 min auf Eis inkubiert. Dann erfolgte der Hitzeschock bei 
42 °C für 90 s im Heizblock und eine anschließende Inkubation für eine Minute auf Eis. Zum 
Ansatz wurde nun 1 ml LB-Medium ohne Antibiotikum hinzugegeben. Danach erfolgte die 
Inkubation bei 37 °C für eine Stunde unter Schütteln im Heizblock. Im Anschluss daran wurden 
die Bakterien durch abzentrifugieren bei 5000 rpm pellettiert und in 100 µl LB-Medium 
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resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde nun auf LB-Agar Platten mit entsprechendem 
Antibiotikum ausplattiert und im Brutschrank bei 37 °C über Nacht inkubiert. 
8.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Zur Amplifikation von DNA für Klonierungen wurde die Phusion™-Proofreading-Polymerase 
entsprechend der Angaben des Herstellers in 50 µl Ansätzen verwendet. 
5x  Phusion-HF- oder GC-Puffer 10 µl 
10 mM dNTPs 1,0 µl 
5µM Forward Primer 2,5 µl 
5µM Reverse Primer 2,5 µl 
1 - 10 ng Template DNA x µl 
Phusion Polymerase 0,5 µl 
H2O ad 50µl 
Die Amplifikationsbedingungen wurden abhängig von den Schmelztemperaturen der 
verwendeten Primer und der Größe des zu erwartenden Produktes gewählt. Folgendes 
Standardprogramm diente als Ausgangspunkt:  
Initiale Denaturierung 98 °C 3 min  
Denaturierung 98 °C 30 s  
35 Zyklen Annealing x °C 20 s 
Elongation 72 °C x s 
Terminale Extension 72 °C 5 min  
 
8.6 Quantitative PCR 
8.6.1 cDNA Synthese 
Das AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit wurde für die Synthese einzelsträngiger cDNA aus 
jeweils 1 µg RNA verwendet. Die Synthesereaktion wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. 
Es wurden die im Kit enthaltenen Random primers verwendet. Um die Kontamination der RNA 
mit genomischer DNA ausszuschließen, wurden für jede Probe Kontrollansätze der cDNA 
Synthesereaktion ohne Reverse Transkriptase angesetzt. Nach der Synthesereaktion wurden die 
Proben durch Zugabe von 30 µl H2O verdünnt. Jeweils 1µl dieser Verdünnungen wurde für RT-
PCRs verwendet. 
 
 
  8. Methoden 
122 
 
8.6.2 qRT-PCR 
Die quantitative Echtzeit PCR (qRT-PCR) wurde mit Reagenzien des KAPATM SYBR® FAST qPCR 
MasterMix Universal Kits durchgeführt. Pro Ansatz wurden 0,4 µl Primer (Stockkonzentration 10 
µM) zugegeben. Die PCR erfolgte im CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System unter 
Verwendung folgendes Programmes: 
Initiale Denaturierung 95 °C 3 min  
Denaturierung 95 °C 3 s  
39 Zyklen Annealing 55 °C 30 s 
Elongation 60 °C 3 s 
Schmelzkurve 65 °C - 95°C 0,5 °C / 5s  
Die Expressionsdaten wurden mit Hilfe der CT-Methode ausgewertet (Livak and Schmittgen, 
2001). 
8.6.3 Semiquantitative RT-PCR 
Für die Semiquantitative RT-PCR wurden Reagenzien aus dem Paq5000™ DNA Polymerase-Kit 
(Stratagene) verwendet. 
Ansatz(1x): 
cDNA 1 µl 
dNTPs (10 µM) 0,2 µl 
10x Paq Puffer 1 µl 
Primer fwd (10 µM) 0,5 µl 
Primer rev (10 µM) 0,5 µl 
Paq Polymerase 0,1 µl 
H20 6,7 µl 
 
Programm: 
Initiale Denaturierung 95 °C 2 min  
Denaturierung 95 °C 20 s  
20 - 35x * Annealing * °C 20 s 
Elongation 72 °C 30 s / kb 
Terminale Extension 72 °C 5 min  
Store 4 °C ∞   
  8. Methoden 
123 
 
8.7 Genotypisierung 
8.7.1 Isolation von Maus DNA aus Schwanzbiopsien 
Zu den Schwanzbiopsien wurden jeweils 200 µl 50 mM NaOH gegeben. Die Ansätze wurden für 
20 min unter Schütteln bei 95 °C inkubiert. Danach wurden die Ansätze für 6 min bei 13000 rpm 
zentrifugiert. Der Überstand wird in ein mit 50 µl Tris (pH 7,6) vorbereitetes Eppendorfgefäß 
überführt und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. Als Template für Genotypisierungs-PCRS 
(s.u.) werden 1:50 Verdünnungen dieser Lysate verwendet.  
 
8.7.2 Genotypisierungs-PCRs 
Zur Amplifikation von DNA für Genotypisierungen wurde die Paq5000 DNA Polymerase in 20 µl 
Ansätzen verwendet. 
10 Paq Polymerase Puffer 2,0 µl 
10 mM dNTPs 0,6 µl 
10 µM Forward Primer 0,2 µl 
10 µM Reverse Primer 0,2 µl 
Template DNA (1:50 in H2O) 4,0 µl 
Paq5000 DNA Polymerase 0,2 µl 
H2O 16,0 µl 
 
Die Amplifikationsbedingungen wurden abhängig von den Schmelztemperaturen der 
verwendeten Primer und der Größe des zu erwartenden Produktes gewählt (vgl. Ergebnisteil). 
Folgendes Standardprogramm diente als Ausgangspunkt: 
Initiale Denaturierung 95 °C 3 min  
Denaturierung 95 °C 15 s  
36 Zyklen Annealing x °C 20 s 
Elongation 72 °C x s 
Terminale Extension 72 °C 5 min  
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8.8 Generierung von doppelsträngigen Oligonukleotid-Inserts: 
Doppelsträngige, phosphorylierte Oligonukleotide zur Klonierung der für sgRNA-kodierenden 
Sequenzen in den pX458-Plasmidvektor wurden in einem Reaktionsansatz aus einzelsträngigen 
Oligonukleotiden im Thermocycler generiert. 
sgRNA_top (100µM)  1 µl 
sgRNA_bottom (100µM)  1 µl 
T4 DNA Ligation buffer 1 µl 
T4 Polynukleotidkinase 1 µl 
H2O 6 µl 
 
Die Inkubation erfolgt für 30 min bei 37 °C, danach 5 min bei 95 °C. Davon ausgehend wird nun 
schrittweise, um 5° C pro Minute, die Reaktion bis auf 25 °C heruntergekühlt.  
Zur Ligation in 100 ng mit BBS1 linearisierten, dephosphorylierten pX458 Vektor wurden 2 µl 
einer 1:200 Verdünnung so generierter Oligonukleotide verwendet.  
 
8.9 Gibson Assembly Cloning  
Zur Klonierung der DNA-Fragmente, die den 1237 bp großen Teil des 5’ untranslatiertem Bereich 
vor dem Exon 2, dem Exon 2 bis zum Start-Codon 5xMyc-Tag kodierende Sequenz und daran 
anschließend die cDNA-Sequenz (je nach Konstrukt Axin1 cDNA oder Conductin cDNA) sowie die 
Polyadenylierungsstelle für die verschiedenen Targeting-Vektor Konstrukte beinhalten, wurde 
Gibson Assembly Cloning (Gibson et al, 2009) mit Hilfe des NEB Gibson Assembly Cloning Kits, 
nach Angaben des Herstellers verwendet. Mit Hilfe des NEBuilder Assembly Tool® 
(http://nebuilder.neb.com/) wurden die, für die Generierung der 
Axin2-Prom-Myc-cDNA-pA-pBuescriptSK DNA-Konstrukte benötigten, überlappenden 
Primerpaare identifiziert. Unter Verwendung des Gibson Assembly Cloning Kits, welches nach 
Angaben des Herstellers benutzt wurde, konnten jeweils vier Fragmente in einer Reaktion durch 
5‘-Exonuklease-, DNA-Polymerase- und DNA-Ligaseaktivität in den pBluescriptSK-Vektor kloniert 
werden. 
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8.10 Isolation von genomischer DNA aus eukaryotischen Zelllinien 
Für die Analyse von ES-Zell-Klonen: 
Dicht gewachsene ES-Zell-Klone auf 96-Well-Platten werden zunächst dreimal mit 1xPBS 
gewaschen. Danach wird 50 µL DNA-Lysepuffer pro Well hinzugegeben, die Platte mit Parafilm 
abgedichtet und in einer feuchten Kammer bei 55 °C über Nacht der Proteinase K-Verdau 
durchgeführt. Am nächsten Tag wird pro Well 100 µl -20 °C kalter Präzipitationspuffer 
hinzugegeben und bei Raumtemperatur für mindestens 30 min inkubiert, bis die Präzipitierte 
DNA sichtbar ist. Die Platte wird für 10 min bei 3000 rpm abzentrifugiert und viermal mit 
70%igem Ethanol gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wird der Ethanol abgenommen 
wird die DNA getrocknet. Für Southern-Blot Analysen wurde der Restriktionsverdau direkt in den 
96-Well-Platten durchgeführt. 
Für die Analyse von Knockout-Klonen wurde genomische DNA aus dicht bewachsenen 24-Well 
Platten analog zu oben beschriebenen Protokoll isoliert. Die Puffervolumina wurden angepasst. 
Nach dem Waschschritt mit 70%igem Ethanol wurde die DNA in 50 µl H2O resuspendiert. 1µl 
dieser Suspension wurde als Matrize in PCRs (vgl.8) verwendet.  
 
8.11 Kultivierung muriner Zelllinien 
8.11.1 Kultivierung und Bestrahlung von murinen embryonalen Fibroblasten 
Murine embryonale Fibroblasten (MEFs) wurden bei 37° C, 7,5 % CO2 und 95 % relativer 
Luftfeuchtigkeit in Feederzellmedium kultiviert. MEFs wurden als Nährzellen für ES-Zellen 
verwendet. Hierfür wurden die adhärent wachsenden MEFs so ausgesät, dass die Fibroblasten 
eine konfluente Layer (Schicht) ausbildeten dann durch -Bestrahlung mit einer Dosis von 30 Gy 
mitotisch inaktiviert. 
8.11.2 Kultivierung muriner embryonalen Stammzellen 
Murine embryonale Stammzellen wurden unter Standardbedingungen (vgl. oben) auf mitotisch 
inaktivierten MEFs oder auf mit Gelatine beschichteten Platten kultiviert. Bei der Kultivierung auf 
Gelatineplatten wird zur Erhaltung der Pluripotenz ESZ-Medium mit CHIR-99021 (3µM 
Endkonzentration im Medium) und PD0325901 (1µM Endkonzentration im Medium) verwendet. 
Das ES-Zell-Medium wurde jeden Tag gewechselt. 
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8.11.3 Elektroporation muriner embryonaler Stammzellen 
Es wurden ca. 20 Mio ES-Zellen für die Elektroporation verwendet. Am Tag der Elektroporation 
werden 12 Zellkulturschalen mit konfluenten, mitotisch inaktivierten Feederzellen benötigt. Zwei 
Tage vor der Elektroporation werden ausreichen ES-Zellen aufgetaut und so auf Feederzellen 
(vgl. oben) ausgesät, sodass ca. 20 Mio ES-Zellen für die Elektroporation verwendet werden 
konnten. Durch Trypsinisierung (vgl. oben) wurden die ES-Zellen geerntet und nach Abstoppen 
der Trypsinisierungsreaktion durch ES-Zell-Medium, in einem Zentrifugenröhrchen (Falcon) 
vereinigt. Nach Abzentrifugieren für 10 min bei 1000 rpm wurde der Überstand verworfen und 
das Zellpellet in 15 ml Optimem ohne Zusätze resuspendiert. Ca. 0,5 Mio Zellen (1 / 40) davon 
werden auf eine der Feederzellschalen ausgesät. Dieser Ansatz untransfizierter ES-Zellen wird 
zur Kontrolle der Neomycinselektion verwendet.  
Die Zellen werden erneut durch Zentrifugation wie oben pelletiert. Das Zellpellet wird in 1540 µl 
Optimem resuspendiert. Je 770 µL dieser Zellsuspension wird mit jeweils 35 µg linearisierten und 
durch Phenol-Chloroform-Extraktion (vgl.) und kalter Ethanol Fällung isolierten (vgl.) 
Targetingvektor in einer 4mm Elektroporationsküvette vermischt. Nach 7 min Inkubationszeit 
erfolgt die Elektroporation am Biorad Gene Pulser Exel with Capacitance Extender: Es wird das 
Exponentielle Protokoll bei 240 V und 475 µF durchgeführt. Nach 7 min Inkubation bei RT in der 
Küvette, werden die ES-Zellen in insgesamt 105 ml ES-Zell Medium aufgenommen. 1 Mio ES-
Zellen davon werden auf eine der Feederzellschalen ausgesät. Dieser Ansatz wird nur mit 
Neomycin selektiert. Die restlichen Zellen werden gleichmäßig auf 10 mit Feederzellen 
vorbereitete Schalen ausgesät. 
8.11.4 Selektion muriner embryonaler Stammzellen und Isolierung resistenter Klone 
Auf diesen Schalen wird die Doppelselektion mit G418 und Ganciclovir durchgeführt. 24 h nach 
der Elektroporation beginnt die Selektion mit 300 µg/ml G418 im ES-Zellmedium auf den 
betreffenden Schalen. 72 h nach Elektroporation beginnt die Doppelselektion mit 300 µg/ml 
G418 und 2µM Ganciclovir im ES-Zellmedium.  
10 Tage nach der Elektroporation, werden undifferenzierte Stammzellklone von den 
Doppelselektionsplatten isoliert. Die Zellen werden zunächst mit PBS gewaschen und nach 
Zugabe von 10 ml PBS auf die Schale werden undifferenzierte ES-Zell-kolonien unter einem 
Binokular gepickt und auf Eis in eine 96-Well-Rundbodenplatte überführt, in die 50µl 
Trypsin/EDTA vorgelegt wurden. Um die Trypsinisierungsreaktion durchzuführen wird die 96-
Well-Platte im Brutschrank inkubiert, danach die Zellen mit 105 µl ES-Zell Medium versetzt mit 
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einer 8-Kanalpipette vereinzelt und jeder Zellklon auf jeweils drei mit Feederzellen und 200µl ES-
Medium vorbereiteten 96-Well-Platten verteilt. Auf diese Weise werden 384 Klone isoliert, die 
jeweils in drei Replikaten vorliegen. Die isolierten ES-Zellklone werden nun bis 3-4 Tage 
kultiviert, bis sie Konfluenz erreichen. Jeweils zwei Replikate der ES-Zell-Platten werden für die 
spätere Expansion weggefrohren (8.11.5). Die dritten Replikatplatten werden zur Isolation 
genomischer DNA (8.10) für Southern Blot-Analysen (8.12) verwendet. 
8.11.5 Einfrieren muriner embryonaler Stammzellen in 96-Well-Zellkulturplatten 
Konfluente ES-Zellklone auf Feederzellen wurden direkt in 96-Wellplatten weggefroren. Die 
Zellen wurden zunächst mit PBS gewaschen, mit 40 µl Trypsin pro Well abgelöst und in jeweils 
160 µl Einfriermedium (12,5% DMSO, 87,5% Pansera ES-FCS) resuspendiert, sodass die DMSO-
Endkonzentration 10% beträgt. Anschließend wurden die Wells mit jeweils 50 µl sterilem 
Mineralöl überschichtet, die Zellkulturplatten mit Parafilm abgedichtet und bis zur weiteren 
Verwendung bei -80 °C gelagert. 
8.11.6 Vorbereiten von ES-Zellen für die Blastozysteninjektion 
ES-Zellen, die für die Blastozysteninjetkion verwendet werden sollten, wurden 4-5 Tage vor 
Injektion aufgetaut und bei mittlerer Dichte auf Feederzellplatten oder mit Gelatine 
beschichteten Platten kultiviert. Am Tag der Injektion wurden die Zellen 4 h vor Trypsinisierung 
noch einmal mit frischem ESZ-Medium gefüttert, dann die Zellen durch Trypsinisieren abgelöst, 
durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt und für 5 min bei 1200 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Die 
Zellen werden auf eine 10cm-Schale, mit vorbereiteter Feederzelllayer ausgesät und für 45 min 
unter bei 37 °C und 7,5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Medium vorsichtig 
abgenommen und die ES-Zellen durch dreimaliges abspülen mit je 4ml eiskaltem ESZ-Medium in 
einem Zentrifugenröhrchen gesammelt. Diese Zellsuspension wurde für 5 min bei 1200 rpm und 
4 °C abzentrifugiert, der Überstand verworfen und danach die Zellen in 200 µl eiskaltem M2-
Medium aufgenommen und auf Eis transportiert. 
8.12 Southern Blot-Analysen  
Die Integration des Targetingvektors in ES-Zellen und die Cre-loxP-vermittelte Rekombination 
des getargeteten Locus in Leberzellen adulter Mäuse wurden durch Southern Blot Analysen 
überprüft. Hierfür wurde isolierte genomische DNA (8.10) über Nacht mit dem entsprechenden 
Restriktionsenzym verdaut. Im Anschluss erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der DNA-
Fragmente in 0,8%igem Agarosegel bei 30 V über Nacht.  
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DNA-Transfer: 
Um die DNA-Fragmente auf eine Nylonmembran zu transferieren, wurde das Agarosegel 
zunächst 15 min in 0,125M HCl depuriniert und danach für 30 min in 0,5M NaOH denaturiert. Als 
Transferpuffer wurde ebenfalls 0,5M NaOH verwendet.  Der Transfer auf die Nylonmembran 
erfolgte mittels Kapillar Blot für 4 Stunden. Danach wurde die Membran kurz mit 2xSSC 
gewaschen und die DNA durch Crosslinking im UV-Stratalinker bei 120000 µJ/cm2 kovalent an die 
Membran gebunden. Die Membran wurde trocken und bei Raumtemperatur bis zur 
Hybridisierung gelagert. 
Radioaktive Sondenmarkierung: 
Die radioaktive Markierung der Hybridisierungssonden wurde mit dem Prime It II Labeling Kit 
oder dem Random Primer DNA Labelling Kit durchgeführt. 25ng aufgereinigte DNA wurden mit 
1,85Mbq (= 50µ Ci) [-P32] dCTP markiert. Vor der Hybridisierung wurde die Sonde mittels des 
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kits aufgereinigt. 
Hybridisierung: 
Die Nylonmembran wurde zunächst in Röhren mit Church-Hybridisierungspuffer für 1 h bei 65 °C 
unter Rotieren im Hybridisierungsofen präinkubiert. Die aufgereinigte, radioaktiv markierte DNA-
Sonde wurde durch Aufkochen für 2 min bei 95 °C denaturiert und auf die Membran in die 
Hybridisierungsröhre gegeben. Die Hybridisierung wurde über Nacht bei 65 °C unter Rotieren 
durchgeführt. Am nächsten Tag wurde die radioaktive Hybridisierungslösung entfernt und die 
Membran für jeweils 20 min zweimal mit 2xSSC Waschpuffer und anschließend zweimal mit 0,5x 
SSC Waschpuffer gewaschen. Die Membran wurde eingeschweißt und für 5 Tage auf einen 
Phophorimagerfilm aufgelegt. Die Detektion erfolgte mit dem Phosphorimager FLA-3000 und der 
BASReader Software. 
Strippen der Membran 
Um eine bereits verwendete Membran noch einmal mit einer weiteren DNA-Sonde zu 
Hybridisieren, wurde die getrocknete Membran in 0,1 % SDS-Lösung kurz aufgekocht. Danach 
wurde die gestrippte Membran erneut wie oben beschrieben hybridisiert werden. 
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8.12.1 Isolation von genomischer DNA aus Lebergewebe für Southern Blot Analysen 
Um Southern Blot Analysen genomischer DNA aus Gewebe durchführen zu können wurde ein 
Protokoll etabliert, bei dem die DNA möglichst keinen Scherkräften ausgesetzt wird:  
Entnommenes Lebergewebe wurde durch mörsern in flüssigem Stickstoff zerkleinert, das 
pulverisierte Gewebe auf Petrischalen mit Gewebe-DNA-Lysepuffer im Brutschrank bei 37 °C für 
2h inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Suspension in ein 50 ml Gefäß überführt, 200 µg/ml 
Proteinase K hinzugegeben und bei 55 °C über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte eine 
Phenol / Chloroform – Fällung (vgl.). Danach wurde die DNA durch Zugabe von 0,1 Volumen 10 
M Ammoniumazid und 2,5 Volumen 100%igem Ethanol präzipitiert. Die DNA wurde mit einem 
Glasspatel in ein neues Gefäß überführt, mit 70%igem Ethanol gewaschen und kurz bei 
Raumtemperatur getrocknet. Die DNA wurde in TE-Puffer bei leichtem Schütteln über Nacht bei 
4 °C gelöst.   Die genomische DNA wird bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.  
 
8.13 Versuche mit Mäusen 
8.13.1 Tötung von Versuchstieren 
Für die Organentnahme wurden Mäuse mit CO2 narkotisiert und anschließend durch cervikale 
Dislokation getötet. Die Tiere wurden auf der ventralen Seite, am Abdomen geöffnet. Die 
entnommenen Organe wurden in kaltem PBS gespült und für die weitere Verwendung mit 
flüssigem Stickstoff eingefroren und bei - 80° C gelagert.  
8.13.2 Plugchecks und Isolation von Embryonen 
Um Versuche an Mausembryonen in bestimmten Embryonalstadien durchführen zu können, 
wurden am Tag nach dem Zusammensetzten eines Zuchtpaares die Weibchen auf Vaginalplugs 
überprüft. Bei Vorhandensein eines Plugs, wurde das Weibchen einzeln in einen Käfig gesetzt 
und dieser Tag als Zeitpunkt 0,5 dpc (= days post coitum) gesetzt.   
Zur Untersuchung der Embryonen an den gewünschten Zeitpunkten, wurden die Mütter mit CO2 
narkotisiert und anschließend durch cervikale Dislokation getötet. Danach erfolgte die Dissektion 
der Embryonen. Nach Entnahme des Uterus, wurde die Uteruswand geöffnet und die 
Embryonen aus dem Dottersack und dem Amnion isoliert. Die isolierten Embryonen wurden in 
PBS auf Eis aufbewahrt und mit dem Axiovert 25 Mikroskop (Zeiss) unter Verwendung der SPOT 
RT Software (Visitron Systems) fotografiert. Für Western Blot Analysen wurde die Kopfhälfte von 
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Embryonen am Tag 12,5 – 15,5 verwendet. Für die Isolierung genomischer DNA für Southern 
Blot Untersuchungen wurden die kaudalen Bereiche der Tiere verwendet. Schwanzbiopsien 
wurden für Genotypisierungs-PCRs entnommen.   
8.13.3 Herstellung von Proteinlysaten aus murinem Gewebe 
Murines Gewebe wurde, in ca. 5 µl RIPA-Puffer pro µg Gewebe, auf Eis homogenisiert. Das 
Homogenisat wurde anschließend für weitere 30 min auf Eis unter leichtem Schütteln inkubiert 
und danach bei 4 °C für 20 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Überstand enthält das lösliche 
Proteinlysat. Das Lysat wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20° C gelagert. Die Bestimmung 
der Proteinkonzentration der Lysate erfolgte nach Bradford (Bradford, 1976). 
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10. Anhang:
10.1 Schematische Darstellung der Klonierungsschritte zur Herstellung der Targetingvektoren 
Schematische Darstellung der Klonierungsschritte zur Herstellung der Targetingvektoren – die 
Darstellungen sind nicht maßstabsgetreu. Für die Targetingstrategie relevante Bereiche und für 
die Klonierung verwendete Schnittstellen der DNA-Moleküle sind angegeben. 
i. Linearisierte Darstellung der klonierten 5‘- bzw. 3‘- Homologiearme, die nach Amplifikation der DNA des Klones P23-
271M19 der RCPI mouse BAC Library 23 (Source BioScience), in 5 bzw. 4 aufeinanderfolgenden Schritten in den pBlueScript II
SK (+) Vektor kloniert wurden
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ii. Schrittweise Klonierung des 3‘-Homologiearms, 5‘-Homologiearms und der loxP-neomycin-WSS-loxP-Kassette in den pRF2-
Vektor zur Herstellung des pRF25‘3’arm-Stop-Vektors 
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iii. Einfügen des Axin2-Promotor-Myc-Axin1cDNA-pA-Fragments in den pRF2_5‘3’arm-Stop-Vektor zur Generierung des 
Targetingvektors zur Herstellung von ConductinAxin1floxed-Mäusen 
  
+
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iv. Einfügen des Axin2-Promotor-Myc-ConductincDNA-pA-Fragments in den pRF25‘3’arm-Stop-Vektor zur Generierung des
Targetingvektors zur Herstellung von ConductinConductinfloxed-Mäusen
+
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10.2 Vektorkarten 
pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) (Ran et al, 2013); Adgene Plasmid #48138 
 
 
Quelle: https://www.addgene.org/browse/sequence/251928/ 
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pWHE469flagAmer1: zur Doxycyclin-induzierten Expression von Flag-getaggtem Amer1 
 
 
pWHE469FlagAmer1 
13210 bp 
Grafik erstellt mit ApE - A Plasmid Editor (M. Wayne Davis) 
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10.3 Abkürzungsverzeichnis 
°C Grad Celsius  
-TrCP -transducin repeat containing protein 
μ mikro (10-6)  
3’-UTR 3’-untranslatierte Region  
5’-UTR 5’-untranslatierte Region  
A Adenin  
Abb. Abbildung  
A. bidest Aqua bidestillata (zweifach destilliertes Wasser)  
aa aminoacid 
Amer APC membrane recruitment 
APC Adenomatous polyposis coli 
APC/C Anaphase-promoting complex / cyclosome  
ARM Armadillo repeats 
Asef APC-stimulated guanine nucleotide exchange factor 
Axin axis inhibition protein   
BAR -Catenin activated reprter system 
bp Basenpaare  
BSA Rinderserumalbumin  
bq Becquerel 
bzw.  beziehungsweise  
C Cytosin  
ca. circa  
Cdc20 Cell-division cycle protein 20 
Cdc42 Cell-division control protein 42 
cDNA komplementäre DNA  
Ci Curie 
CID -Catenin-inhibierende Domäne 
CK1 Casein kinase 1 
cm centimeter 
cM centi-Morgan  
CO2 Kohlenstoffdioxid 
COSMIC Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer 
C-terminal carboxy-terminal  
CRISPR Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 
d.h. das heißt  
DAPI 4',6-Diamidin-2'-phenylindol-dihydrochlorid  
dCTP Desoxycytidintriphosphat 
DIX Dishevelled und Axin 
DLG disc-large 
DMEM Dulbecco´s modified Eagle medium 
DMSO Dimethylsulfoxid  
DNA Desoxyribonukleinsäure  
DNase Desoxyribonuklease  
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate 
dpc days post coitum 
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DTT Dithiothreitol  
DVL Dishevelled 
E. coli Escherichia coli 
EB1 End binding protein 1 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
ESZ embryonale Stammzellen 
et al et alii (und andere) 
EtOH Ethanol 
FAM123B Family with sequence similarity 123 member B 
FAP Familiäre adenomatöse Polyposis 
FCS Fötales Kälberserum 
fl floxed 
Fzd Frizzled 
g Gramm 
G Guanin 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
gDNA genomische DNA 
GFP Green fluorescent protein 
ggf. gegebenenfalls 
GSK-3 Glycogen synthase kinase-3
GTP Guanosin-5'-triphosphat 
Gy Gray 
h Stunde 
H2O Wasser 
HCl Hydrogenchlorid 
HRP horse radish peroxidase 
kbp Kilobasenpaare 
kDa Kilodalton 
i.d.R. in der Regel 
IAP intracisternal A particle 
J Joule 
Kap3A kinesin superfamily associated protein 3a 
KI knock-in 
KO knock-out 
l Liter 
LB Luria Broth 
LEF Lymphoid enhancer-binding factor 
LOH loss of heterozygosity 
LRP5/6 Low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6 
LTR long terminal repeat 
M molar 
m milli (10-3) 
mm Millimeter 
MCR Mutation Cluster Region 
mA milli-Ampere 
MEFs Mouse Embryonic Fibroblasts 
min Minute 
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Min multiple intestinal neoplasia 
Mio Millionen 
miR micro RNA 
mRNA messenger Ribonukleinsäure 
N-terminal amino-terminal 
NaOH Natriumhydroxid 
NP-40 Nonidet P40 Substitute 
ONPG -Nitrophenyl- -D-galactopyranosid 
ORF open reading frame 
OSCS Ostheopatia Striata Congenita mit kranialer Sklerose  
PAA Polyacrylamid 
PARsylation Poly-ADP-riboslylierung 
PBS phosphate buffered saline-Puffer 
PCR polymerase chain reaction 
PFA Paraformaldehyd 
pH negativer dekadischer Logarithmus der H+-Ionen-Konzentration 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PtdIns(4,5)P2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
qPCR quantitative Real-Time PCR 
Rac1 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 
RGS regulator of G protein signaling 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
RIPA Radioimmunoprecipitation Assay 
rpm revolutions per minute 
RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase Chain Reaction 
s Sekunde 
SDS Natriumdodecylsulfat 
sgRNA single-guide RNA 
SSC standard saline citrate-Puffer 
SUMO Small Ubiquitin-like Modifier 
T Thymin 
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TCF T-cell specific transcription factor
TCGAN The Cancer Genome Atlas Network
TE-Puffer Tris-EDTA-Puffer
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
u.a. unter anderem
UV ultraviolett
ÜN über Nacht
V Volt
v.a. vor allem
Vol Volumen
WTX Wilms tumor gene on the X-Chromosome
Wt Wildtyp
z.B. zum Beispiel
